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RESUMEN

a fijacion bioldgica no-simbidtica de dinitrégeno atmosférico (FNS),
3 por bacterias diazétrofas asociadas al detritus organico, es un proceso
uimico de ingreso de nitrégeno (N) en ecosistemas de bosques
os. En la capa de hojarasca, también conocida como horizonte orgénico
jetritdsfera, la tasa de FNS puede estar restringida por variables
maticas, y responder a la naturaleza quimica y bioldgica del detritus en
posicion. A nivel bioquimico, la FNS es inhibida por el nitrégeno
co disuelto (NID) en el medio extracelular. Esta forma de N puede
a los ecosistemas terrestres a través de la deposicién hiumeda (NID en

y neblina), proceso ligado a la actividad industrial.

n este proyecto se estimé el flujo de entrada de N via la FNS en Ila
cra de un bosque primario Nordpatagénico de Chiloé, alejado del
antropogénico, y se investigaron las causas de su variacion. Se

la relacion entre este proceso y la descomposicién del detritus

organica. La actividad diazotréfica se estimé por reduccién de acetileno. Se

realizaron mediciones in situ y experimentos de laboratorio para determinar los

efectos
NID), c

de variables abidticas (temperatura, iluminacion, contenido hidrico,
aracteristicas quimicas (contenido total de C y N) y bioldgicas

(composicion de especies y estructuras) del detritus sobre la FNS. Se

efectuarpn experimentos de descomposicion in situ (bolsa de malla) de troncos,

hojarasca senescente (post abscision, mayor relacion C/N) y hojas verdes

(menor C/N) de las especies arbéreas dominantes (Nothofagus nitida y Drimys




i~

winteri) para comparar la actividad diazotréfica de los substratos a lo largo del

tiempo.

La entrada ecosistémica de N por la FNS en la hojarasca se estimé en
ca. 0,2 Kg N ha™ ario™, cantidad menor que los flujos de deposicién humeda y
exportacion hidrolégica de N. Se observé una fluctuacion estacional de la tasa
de FNS con maximo estival, determinada por la variacién de la temperatura. La
FNS aumenté durante el primer afio de descomposicion de los substratos
estudiados, y no difiri6 entre hojas verdes y senescentes. La temperatura
6ptima de la tasa de FNS, estimada en el laboratorio fue de 20 °C, valor poco
frecuente in situ. La iluminacién no afecté la tasa de FNS. El contenido hidrico
afectd positivamente la actividad diazotréfica, pero presentd una baja variacion
estacional. La adicion experimentai de NID afect6 la tasa de FNS, pero sélo a
niveles muy excesivos (= 15 Kg N ha™). La variacién espacial de la FNS estival
fue explicada parcialmente por la composicion bioldgica de la hojarasca y su

contenido de N total.

La FNS contribuye al balance ecosistémico del N, sin embargo no es
suficiente para explicar el nivel de pérdida hidrolégica documentado para los
bosques Nordpatagénicos. Es necesario estudiar otras vias de ingreso de N

(e.g. fijacién simbidtica y asociativa) en estos ecosistemas.




ABSTRACT

Non-symbiotic atmospheric dinitrogen fixation (NSF), driven by
diazotrophic bacteria associated with organic detritus, is a nitrogen (N) input to
temperate forest ecosystems. In the litter layer, also known as “O” horizon or
detritusphere, NSF rate can be restricted by microclimatic variables, and
respond to chemical and biological nature of the substrate. At the biochemical
level, NSF is inhibited by dissolved inorganic nitrogen (DIN) in extracellular
media. NID can also enter terrestrial ecosystems through wet deposition (DIN of

rain and cloud water), a process linked to industrial activities.

In this thesis, the N flux through NSF into the detritusphere of an
unpolluted old-growth Northpatagonian rainforest was estimated, and the
underlying causes of its variability were investigated. The relationship between
this process and decomposition of organic detritus was examined. Diazotrophic
activity was estimated by acetylene reduction method. Both in situ
measurements and laboratory experiments assessed the effects of abiotic
(temperature, light, water content, DIN), chemical (total C and N content) and
biological variables (species and structural components) of detritus on NSF. In
situ decomposition experiments (litter bag) of wood, senescent leaf litter (post-
abscission, higher C/N ratio) and fresh leaves (lower C/N) were done to

compare diazotrophic activity.

Ecosystem N input through litter NSF was estimated as ca. 0.2 Kg N ha™,
being lower than both wet deposition and hydrologic N export fluxes. A seasonal

fluctuation with a summer maximum of NSF rate was observed, explained by




temperature variation. NSF rate increased during the first year of organic matter
decomposition, and did not differ between senescent and green leaves.
Laboratory-estimated optimum temperature of NSF was 20 °C, temperature
which is infrequently recorded in the field. lllumination did not affect NSF rate.
Water content of substrate positively affected diazotrophic activity, but showed
low seasonal variability. Experimental DIN addition affected NSF rate, but only
at very high levels (= 15 Kg N ha™). Spatial variation of summer NSF rate was

partially explained by litter biological composition and total N content.

NSF N flux contribute to ecosystem N budget, but it does not explain the
hydrologic N loss of Northpatagonian forests. Another N input pathways should

be studied in these ecosystems (e.g. both associative and symbiotic N fixation).



INTRODUCCION GENERAL

El material organico muerto, principalmente de origen vegetal, depositado
sobre el suelo de los bosques templados, conocido como horizonte edéfico “O”
u “Oy" (Figura 1), es colonizado por una gran diversidad de microorganismos, y
constituye un micro habitat complejo, conocido por algunos autores como
‘detritésfera” (Beare et al. 1995). La importancia de este componente
ecosistémico en la dinamica del ciclo de nutrientes de los bosques templados
ha sido reconocida en varios trabajos (e.g. Currie 1999), como en el caso de la
descomposicién y reciclaje de la materia organica muerta. Un subconjunto de la
diversa microbiota asociada a la detritdsfera corresponde a bacterias fijadoras
de nitrégeno de vida libre. Estos microorganismos, conocidos genéricamente
como diazétrofos, son portadores del complejo enzimatico nitrogenasa, que
cataliza la reduccién del dinitrégeno atmosférico (N,), transformandolo en
amoniaco (NH3). La consecuencia ecoldgica de esta actividad enzimatica es el
ingreso de nitrégeno (N) al ecosistema forestal. Este vector de ingreso de
‘nuevo N” (i.e., distinto del N que circula internamente en el ecosistema) es
conocido como fijacion no simbidtica de N, (en adelante FNS), y puede
afectar la disponibilidad de N a nivel ecosistémico tanto en el largo plazo
(Vitousek & Hobbie 2000, Vitousek et al. 2002), como a escalas temporales y
espaciales mas reducidas (O’'Connell & Grove 1987, Musacchio et al. 1996,
Woitchik et al. 1997). La disponibilidad de N es el factor que mas
frecuentemente limita el crecimiento de plantas y animales (Chapin et al. 2002,



Galloway & Cowling 2002, Vitousek et al. 2002a), por lo que todo proceso de

ingreso ecosistémico de este elemento tiene una enorme importancia ecolégica.

La FNS también se conoce como fijacion heterotréfica de N, (e.g.
Vitousek et al. 2002) debido a que muchos diazétrofos son, al mismo tiempo,
bacterias heterétrofas cuya fuente de carbono y energia es el detritus organico.
Este hecho introduce la idea de que los procesos de FNS y descomposicion de
la materia organica estan intimamente relacionados y probablemente ambos

tienen mecanismos de regulacién comunes.

Las caracteristicas y mecanismos regulatorios de la FNS en ecosistemas
forestales pristinos han sido escasamente estudiados, en contraste con la gran
cantidad de informacién referente a la fijacién simbidtica de N y su relevancia
en sistemas naturales y agricolas (Graham 1998, Vitousek et al. 2002). Por otra
parte, la mayor parte de los estudios sobre procesos biogeoquimicos en
ecosistemas templados han sido realizados en localidades del Hemisferio Norte
sometidas al impacto de los excesivos niveles de nitrato y amonio asociados a
la lluvia acida (Galloway et al. 1994), los que pueden distorsionar los patrones
observados, ocultando los mecanismos subyacentes. Sin embargo, los bosques
templados costeros del sur de Sudamérica ofrecen una oportunidad Unica para
estudiar procesos biogeoquimicos en condiciones pristinas, con un minimo nivel

de impacto antropogénico (Hedin et al. 1995).

El propésito de esta tesis fue investigar el proceso de FNS en el detritus
(especialmente hojarasca) de bosques templados pristinos de la Isla de Chiloé
(Chile, X Regién). Se estimd la magnitud de la entrada ecosistémica de N por
esta via, y se examind su variacién estacional y espacial a escala intra-rodal y
conjuntamente con la descomposicién del detritus. Finalmente se estimé el

efecto de una serie de variables abidticas y caracteristicas del detritus sobre la

FNS en experimentos de laboratorio y observaciones in sifu.




El texto de la tesis se dividio en los siguientes capitulos:

I Caracterizacién y estimacién de la magnitud de la fijacidon no-simbiética
de N2 en la detritésfera de un bosque pristino.
Il. Fijacién no-simbidtica de N, y descomposicién del detritus organico.

Il. Regulacién de la fijacion no-simbittica de N en la detritésfera.

Cada capitulo tiene una breve introduccién y sus respectivas preguntas,
hipotesis y objetivos especificos, ademas de la metodologia especifica, los
resultados y discusién respectiva. Al final de los capitulos se presenta una
discusién general de los resultados de Ia tesis. En esta introduccion general se
revisan los aspectos relevantes de la FNS como proceso biolégico, bioquimico y
ecosistémico y se hacen precisiones sobre la escala espacial y niveles de
organizacion biolégica abordados en esta tesis. A continuacion se presenta el
objetivo general de este trabajo y una breve descripcion de los sitios de estudio
y de la metodologia empleada para estimar la fijacion de N, en muestras de

detritus.

Antecedentes bioquimicos y microbiolégicos

Desde el punto de vista bioquimico, la fijacién biolégica de N, es una
reaccion enzimatica intracelular representada por la siguiente ecuacion
(Zuberer 1998):

N, +8H" +8e” + 16MgATP — 2NH, +H, + 16MgADP +16P,

Ecuacion 1

El dinitrégeno atmosférico (N,) es reducido a amoniaco (NHs) a expensas de

una gran cantidad de energia, estimada en al menos 16 moles de ATP por cada




mol de N, fijado (Zuberer 1998, Tate 1995). La reaccion es catalizada por el
complejo enzimatico nitrogenasa y el amoniaco producido se transforma en
amonio (NH4") el cual es inmediatamente incorporado al metabolismo celular y
utilizado en la biosintesis de compuestos orgéanicos nitrogenados relevantes
para la vida, como aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos

nitrogenados (Zuberer 1998).




Figura 1

Detritésfera de un bosque templado lluvioso del sur de Chile, es decir, la
capa de detritus vegetal depositado sobre el suelo, y sus microorganismos
asociados .
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El alto costo energético indica la importancia del acceso a una fuente de
energia para los diazétrofos. Esta energia puede ser obtenida principaimente a

partir del carbono organico (heterdtrofos) o de la luz (fotoautétrofos).

Por otra parte, estudios genéticos en el diazétrofo de vida libre Klebsiella
pneumoniae demostraron que la biosintesis de nitrogenasa es suprimida por la
presencia de compuestos nitrogenados en el medio extracelular, principalmente
en la forma de amonio (NH4*) (Gussin et al. 1986). Zuberer (1998) determind
que la actividad de fijacion de N, de los diazétrofos de vida libre asociados a la
rizosfera de maiz es inhibida a una concentracién minima de 4,2 ug N-NH," ml
!. Este valor puede ser considerado como un umbral minimo de concentracion
suficiente para causar la inhibicion de la actividad de la nitrogenaza,
extrapolable a otros sistemas. En consecuencia, el nitrégeno inorganico
disuelto (NID = NH," + NO5") presente en la solucién acuosa que embebe a la
detritdsfera, es una importante variable controladora de la fijacion biolégica de

N2 a nivel bioquimico y celular.

Otro antecedente relevante a nivel bioquimico es que la actividad de la
nitrogenasa es inhibida irreversiblemente por el oxigeno (Os) (Mylona et al.
1995, Paul & Clark 1989, Zuberer 1998). No obstante, se han descrito una serie
de mecanismos de “proteccién” frente al O, a nivel celular, como por ejemplo el
aumento de la tasa respiratoria, la compartimentalizacién intracelular de la
nitrogenasa, proteccion enzimatica “conformacional”, etc. que evitan que el
proceso de fijacion bioldgica de N, sea estrictamente anaerébico (Zuberer 1998,
Tate 1995, Rosswall 1982).

Los diaz6trofos constituyen un grupo bacteriano muy diverso, tanto
genética como metabdlicamente (aerobios, anaerobios facultativos,
organotrofos, fototrofos, quimioautétrofos, etc.; Zuberer 1998, Ueda et al. 1995),



T
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por lo que se ha descrito que pueden colonizar casi cualquier substrato
(Zuberer 1998). Con respecto a la tolerancia térmica, la mayoria de los
diazdtrofos son mesdfilos, es decir, no toleran temperaturas extremas, y se ha
descrito que la nitrogenasa se mantiene activa entre los 5 y 37 °C (Zuberer
1998). Las bacterias diazotrofas no constituyen un grupo monofilético. Por el
contrario, estan representadas en todos los grupos filogenéticos de los dominios
procariéticos Archaea y Bacteria. Estudios de diversidad microbiana en bosques
del Hemisferio Norte, utilizando herramientas moleculares, han detectado que
existe una comunidad diazotréfica caracteristica asociada a la capa de
hojarasca u horizonte “O” en los ecosistemas forestales, distinta de aquella del
suelo mineral subyacente o la de sitios deforestados adyacentes (Widmer et al.
1999, Shaffer et al. 2000).

La actividad diazotréfica también puede verse favorecida por la alta
humedad (e.g. Mann & Steinke 1989), la disponibilidad de fésforo (e.g. Eisele et
al. 1989) y la presencia de niveles trazas de Molibdeno, Vanadio y Hierro
(cofactores de la nitrogenasa, Zuberer 1998, Silvester 1989). Se ha descrito que
las condiciones de extrema acidez (pH bajo) pueden inhibir la actividad de
fijacion de N, (Rosswald 1982, Jones & Bangs 1985). En resumen, las
condiciones microbiolégicas que favorecerian la ocurrencia del proceso de
fijacion biolégica de N son: i) baja disponibilidad de N inorganico en el medio
extracelular; ii) acceso a una fuente de energia (carbono orgénico, luz); iii)
proteccion de la nitrogenasa frente al Oj; iv) condiciones adecuadas de
temperatura, humedad y acidez; y v) adecuada disponibilidad de P y
micronutrientes. En qué medida estas condiciones se dan en la detritdsfera de
un bosque templado Sudamericano es una de las preguntas generales que se
abordan en esta tesis. Es esperable que se den, al menos en algtin periodo del
ciclo anual y en algtn lugar del espacio, donde la cantidad y calidad del detritus

sea adecuada para albergar diazétrofos activos.
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Escala de observacion y definicién de ecosistema

En su calidad de proceso bacteriano, la FNS puede ser estudiada en
varias escalas espaciales, considerando distintos niveles de organizacion
biolégica y enfatizando el flujo de dinitrogeno atmosférico hacia la biomasa
microbiana, catalizado por el complejo enzimatico nitrogenasa (Figura 2). A
nivel celular, un conjunto de unidades de complejo enzimatico reducen Ny en el
interior celular. En condiciones controladas de laboratorio se pueden obtener
cultivos puros de una especie particular de diazétrofo logrando determinar la
actividad enzimatica como gramos de N, fijados por unidad de masa de
bacteria. En cambio, en la detritésfera de un bosque templado, poblaciones de
distintas especies de bacterias diazétrofas coexisten en el detritus junto a otros
micro, meso y macroorganismos (Coleman & Crossley 1996), y su actividad
enzimatica total produce un flujo de N, por unidad de masa de detritus
(incluyendo sus organismos asociados) cuya magnitud dependera de las
condiciones abidticas, de las caracteristicas del detritus y de la biomasa total de
la comunidad diazotréfica (i.e., cantidad de enzima presente). Finalmente, la
actividad diazotréfica total asociada a toda la capa de hojarasca existente en un
area de bosque determinada dara lugar a un flujo de N a nivel ecosistémico.
Estos dltimos, son los flujos de interés ya que la detritosfera es el componente

funcional estudiado en esta tesis (Figura 2).

En el caso de los bosques lluviosos, la definicion operativa de
ecosistema mas utilizada, desde el punto de vista biogeoquimico, se basa en el
criterio de microcuenca hidrografica, segin el cual el limite del ecosistema
forestal estd definido topograficamente por el drea de captacién de lluvias
drenada por un curso de agua (Likens et al. 1977, Aber & Melillo 1991). De esta
manera, en el interior de esta area se distinguen todos los componentes
relevantes del sistema y los respectivos flujos de materiales que los comunican.

En general, los principales componentes son la biomasa vegetal y el suelo,
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dentro del cual se encuentra el reservorio de nutrientes disponibles y nutrientes
inmovilizados en la materia organica muerta y sus microorganismos asociados.
Entre estos componentes y el exterior ocurren los flujos de entrada y salida que

determinan las pérdidas y aportes de nutrientes en el ecosistema.

En el caso del nitrégeno, las principales entradas ecosistémicas
corresponden a los flujos de deposicién himeda y seca de N, y la fijacién
bioldgica de N, (Likens et al. 1977). El principal fiujo de pérdida ecosistémica de
N corresponde a la exportacién hidrolégica de este elemento a través del
estero de drenaje (Likens et al. 1977), aunque también existen emisiones
gaseosas de compuestos nitrogenados y dinitrégeno. Dado que esta tesis esta
centrada en un componente ecosistémico en particular, que es el detritus
organico superficial del suelo, o detritésfera, u horizonte edafico “0”, en la
definicion de modelo ecosistémico utilizada se enfatiza este componente
(Figura 3). Desde el punto de vista estadistico, el universo muestral
corresponde a toda la capa de detritus organico depositada sobre el suelo
presente en un area representativa de bosque templado. Las unidades
muestrales son, en consecuencia, pequefias porciones de este material
colectadas al azar o regularmente en puntos o areas del espacio. El flujo
ecosistémico de entrada de N a través de la actividad de fijacion biolégica de N,
por parte de diazdtrofos de vida libre asociados a la detritdsfera ingresa

directamente a este componente (Figura 3).
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Figura 2

Jerarquia del proceso de fijacion bioldgica de N, en la detritésfera de un bosque
templado, enfatizando la situaciéon de las bacterias diazétrofas portadoras del
complejo enzimatico nitrogenasa que cataliza el proceso en todos los niveles.
Las flechas rojas simbolizan el flujo de N debido a la fijacién bioldgica de N..
Los niveles estudiados en esta tesis se indican con asterisco ().
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Fijacion simbiédtica versus no simbiética

Esta tesis se centré en el estudio del fijacion no-simbidtica de N,
en la detritésfera, debido a que en este componente (la detritésfera) los
diazotrofos no se asocian simbidticamente con otros organismos (pero ver
discusiéon general). Fuera de este componente pueden existir asociaciones
simbidticas, pero no fueron estudiadas en esta tesis. En la seccion final de este
documento se incluye una discusion sobre la fijacion simbidtica y su potencial

importancia en los bosques templados y otros ecosistemas.

Ciclo del nitrégeno a nivel de la detritésfera de un bosque templado

EI N incorporado a través de la fijacién no-simbidtica de N, es “nuevo”, es
decir, es distinto del que circula internamente en el ecosistema. Este N es
ingresado directamente a la detritdsfera como N organico en la biomasa de
diazétrofos. Eventualmente este N organico es transformado por accion
microbiana en N inorganico, principalmente en la forma de nitrato y amonio
(mineralizacién), pudiendo ser reutilizado por microorganismos y plantas (ciclo
interno, Figura 3). Una fraccién del N, tanto organico como inorganico es
transportada por arrastre hidrolégico hacia los horizontes minerales del suelo,
subyacentes a la capa de hojarasca, en donde eventualmente es reabsorbida
por la vegetacion y los microorganismos, u exportada a través del estero de
drenaje (Figura 3). En el Hemisferio Norte, se ha documentado que la
exportacion hidroldgica de N estd dominada por N inorganico, y es mayor que la
observada en los bosques templados del sur de Sudamérica, en donde existe

una mayor proporcién de N organico (Perakis & Hedin 2002).

Otro vector importante de ingreso de N al ecosistema forestal es la

deposicion himeda de N, esto es, la entrada de N fijado disuelto o en
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suspension en la lluvia o neblina. Segin Galloway et al. (1994 y 1996),
Galloway & Cowling (2003) y Vitousek et al. (1997), la distribucién y naturaleza
quimica de la deposicion humeda de N es altamente heterogénea a lo largo del
globo, debido a la contribucion desigual de las emisiones industriales de éxidos
de nitrégeno. Actualmente, los bosques templados del sur de Sudamérica
reciben un nivel extremadamente bajo de NID a través de deposicion htimeda,
comparado con lo que sucede en bastas areas de bosques templados del
Hemisferio Norte, en donde la “lluvia acida” rica en N ha alterado
dramaticamente la circulacion natural de N (Aber et al. 1989, Durka et al. 1994).
Por ejemplo, la concentracion promedio de NID en el agua de neblina captada
en el Parque Nacional Chilog, es de 10 umol I'', un orden de magnitud menor
que aquellas registradas en sitios comparables del Hemisferio Norte (Weathers
et al. 2000). La deposicién himeda de NID en los bosques costeros de Chiloé
ha sido estimada en ca. 0.8 Kg N ha™ afio”’ (Hedin et al. datos no publicados).
Sumando el aporte de N orgéanico disuelto, la entrada ecosistémica total de N
via deposicién himeda es de ca. 2 Kg N ha' afio™ (Hedin et al. datos no
publicados). La influencia de la quimica de la precipitacién sobre la detritésfera
se ejerce principalmente a través del flujo fustal y escurrimiento a través del
dosel. Aunque la composicién quimica del agua de lluvia y neblina puede ser
afectada durante su paso por el dosel del bosque (Serrano 1996), ambos flujos
pueden alterar el reservorio de NID contenido en la solucién que embebe la
detritésfera (Figura 3, Currie et al. 1999). Debido al efecto del NID sobre Ia
fijacion biolégica de N, ya discutido en la seccién 1.1, la deposicién hiimeda de

N puede afectar enormemente a este proceso ecosistémico.
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Figura 3

Diagrama conceptual del ciclo del N en un bosque templado lluvioso,
enfatizando los procesos y compartimentos asociados al horizonte edafico
‘0" (detritésfera). La linea punteada indica el limite del ecosistema. Flujos:
1. Fijacion no-simbidtica de N, (flujo de interés de esta fesis); 2.
Mineralizacién bruta de N; 3. Inmovilizacién bruta de N; 4. Deposicién
huimeda de N; 5. Escurrimiento fustal y a través del dosel; 6. Lavado de N
organico; 7. Lavado de N inorganico; 8. Caida de hojarasca; 9. Absorcion;
10. Exportacion hidrolégica; 11. Fijacion simbidtica de N,; 12. Exportacién
gaseosa de N (desnitrificacién, nitrificacion y volatilizacién de NH;) y 13.
Ofros procesos de entrada y salida (e.g. inmigracién animal).



19

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el proceso biogeoquimico de fijacion no-simbiética de Nz en la
detritsfera de un bosque templado sometido a un minimo impacto
antropogeénico y analizar cémo se vincula este proceso con la descomposicién

del detritus y el balance del N en el ecosistema.

AREAS DE ESTUDIO

La mayoria de las observaciones in situ descritas en esta tesis fueron
realizadas en un bosque primario del Parque Nacional Chiloé, sector Abato
(Chile, X Regidn). El material utilizado en algunos experimentos de laboratorio
también fue colectado en este sitio. El experimento de descomposicion in situ
de hojarasca (Capitulo Il, seccién 11.3.2) fue instalado en un bosque primario
ubicado en la Estacién Bioldgica “Senda Darwin”. En este bosque también se

colectd material para muchos de los experimentos de laboratorio realizados.

Parque Nacional Chiloé.

Se trabajoé en un area de ca. 0,4 ha dentro de una microcuenca cubierta
de bosque templado montano, localizada a una altitud de ca. 600 m.s.n.m. en la
Cordillera de la Costa de la Isla de Chiloé, llamada “Piuchué”, “Pichihué” o
“Piuchen”). Esta area se encuentra dentro del Parque Nacional de Chilog,
administrado por CONAF X Region (Tabla 1, Figuras 5 y 6). El clima es
templado frio con una fuerte influencia oceanica (Di Castri & Hajek, 1976). La
precipitacién anual supera los 5.000 mm y la temperatura media anual es de
6°C (Perakis & Hedin 2002). La vegetacion corresponde a un bosque primario
siempreverde de tipo Nordpatagoénico (Armesto et al. 1995, Veblen et al. 1995)
con el dosel dominado por las especies arbéreas siempreverdes Nothofagus
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nifida (Fagaceae), Drimys winteri (Winteraceae), Podocarpus nubigena
(Podocarpaceae) y Laureliopsis philippiana (Monimiaceae). El sotobosque esta
dominado por Chusquea sp. (Gramineae), Myrceugenia chrysocarpa
(Myrtaceae), Desfontainia spinosa (Desfontainiaceae) y Tepualia stipularis
(Myrtaceae). El suelo superficial (0-10 cm) tiene un alto contenido de carbono
organico (> 50%) vy una relacién C/N de 33.4 (Pérez et al. 1998, 2003). El
espesor promedio de la capa de hojarasca se estiméen 1,8+ 0,1cm (zEE, n=
186, Christie & Armesto 2003). La tasa promedio anual de caida de hojarasca
ha sido estimada en 3,33 = 0,53 Mg ha™ (+ EE, n = 3 arios; Pérez et al. 2003),
con el maximo de caida en otofio (Marzo-Junio). El bosque también presenta
una alta abundancia de residuos lefiosos gruesos (> 5 cm diametro), cuya
biomasa ha sido estimada en 65 Mg ha™ (Carmona et al. 2002). Los bosques
del Parque Nacional Chiloé pueden considerarse como de antiguo crecimiento
(old-growth) debido al bajo nivel de perturbacién antropica y al hecho de que
toda la zona de la Cordillera de Piuchué ha permanecido relativamente estable
climatica y floristicamente durante el Holoceno (Hedin et al. 1995, Villagran
1990), lo que ha permitido un desarrollo ecosistémico continuo durante los
ultimos 10.000 afios. Para descripciones mas detalladas de este sitio ver Pérez
et al. (1998, bosque “mixed-angiosperm Nothofagus”; 2003, bosque “MBF"),
Carmona et al. (2002, sitios O3 y 04), Perakis & Hedin (2001), Perakis & Hedin
(2002, bosque MF) y Vann et al. (2002, bosque MS). El acceso a este sitio es
extremadamente dificil y requiere de vehiculos de doble traccion y caballos
como medio de transporte. El lugar cuenta con un refugio rustico en donde fue

posible operar con los aspectos basicos del proyecto.

Estacion Bioldgica “Senda Darwin”.

Se trata de un bosque Nordpatagonico de caracteristicas floristicas
similares al anterior (Parque Nacional Chiloé), ubicado en la Estacién Bioldgica
Senda Darwin (EBSD) (Tabla 1, Figura 4), al norte de la ciudad de Ancud. El




paisaje consiste en lomajes suaves de hasta 100 metros de altitud cubierto por
un mosaico de bosques primarios y secundarios fragmentados por praderas y
campos agricolas de pequefia magnitud. El clima es tempiado hiimedo con una
fuerte influencia oceénica (Di Castri & Hajek, 1976). Registros meteoroldgicos
(4 afios) en la estacion Bioldgica Senda Darwin indican una precipitacién anual
de 2.090 mm y una temperatura media anual de 12° C. Las temperaturas
maxima de verano (Enero) es de 16 °C y minima de invierno (Julio-Agosto) es
de 5 °C (Aravena et al. 2002). Las precipitaciones ocurren todo el afio, pero el
64% se concentra entre Abril a Septiembre. El dosel arbéreo est4 dominado por
N. nitida, D. winteri, Saxegotheaea conspicua (Podocarpaceae), L. philippiana,
P. nubigena y Weinmannia trichosperma (Cunoniaceae). En el sotobosque se
observa una gran abundancia de Chusquea sp. El suelo presenta un pH de 3,9
+ 0,4 (+ EE, n =6), un contenido total de Carbono de 39 + 9 % peso seco (+ EE,
n = 6), una relacién C/N de 29 + 4 (+ EE, n = 6) y una densidad aparente de 0,2
+ 0,04 g secos cm™ (+ EE, n = 6) (Aravena et al. 2002). Para una descripcién
mas detallada de este sitio y sus alrededores consultar Aravena et al. 2002
(sitio OG) y Christie & Armesto 2003 (sitio 0G1).
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Argentina

Figura 4

Ubicaciéon de los sitios de estudio. Flecha 1: Bosque NordPatagénico
montano del Parque Nacional Chiloé (sector Abtao). Flecha 2: Bosque
NordPatagénico de tierras bajas de la Estacion Bioldgica “Senda Darwin”.
Los cuadrados negros indican la ubicaciéon de los centros urbanos de
Castro, Ancud y Puerto Monitt.
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Figura b

Sitio de Estudio: Bosque NordPatagénico de la Cordillera de Piuchué,
Parque Nacional Chiloé, sector Abtao.
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Tabla 1.- Caracteristicas de los sitios de estudio.

Propiedad Parque Nacional Estacidon Biolégica
Chiloé (Abato) “Senda Darwin”

Altitud (m.s.n.m) ~ 600 ~ 100
Latitud / Longitud 42°21'S,74°06’ W 41°53’S, 73°40' W
Temperatura media anual (°C) 6? 12°
Precipitaciéon media (mm) 5.840 2.090°
Edad media arboles adultos (afios) ~ 200° ~ 200°
Area basal total (m? ha™) 69° 71°
Pendiente media (°) 16 ~0

a Perakis & Hedin 2002
b Carmona et al. 2002
c Aravena et al. 2002
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METODO DE ESTIMACION DE LA FIJACION BIOLOGICA DE N,

La tasa de fijacion bioldgica de N, se estimé indirectamente mediante el
método de reduccion de acetileno, siguiendo el procedimiento general
descrito por Hardy et al. (1968), con algunas modificaciones. El método se basa
en el hecho de que el complejo enzimatico nitrogenasa cataliza la reduccién de
acetileno (C;H;) cuando este gas organico estd presente en exceso en la
atmoésfera. El producto de esta reduccion es el gas etileno (CzHg), que puede
ser cuantificado por cromatografia de gases. El procedimiento general
empleado se ilustra en las Figuras 6 y 7. Los frascos con las muestras de
interés en su interior se incuban en el campo (in situ) o en condiciones
controladas de laboratorio durante 48 horas. Ensayos previos demostraron que
este tiempo es suficiente para lograr una produccién detectable de etileno,
observandose un comportamiento lineal de la curva de produccion de etileno
versus tiempo. Para determinar la concentracion de etileno de las muestras de
atmosfera interna de los frascos se utilizaron mezclas de concentracion
conocida con estandar de C;H4 en N, 100 ppm (Scotty speciality gases) y un
cromatégrafo de gases provisto de un detector de ionizacion de llama
(Shimadzu GC-8AIF) y una columna de acero rellena con Porapak N
(Supelco®, 1m x 1/4"ss, 80/100 mesh). El cromatégrafo utilizd N, como gas
transportador (carrier) y la temperatura de la columna y detector se fijé en 50°C
(McNair 1981). Para calcular la tasa de reduccién de acetileno (TRA) de la
muestra de interés, se estima la pendiente de la curva de concentracién de
etileno en funcién del tiempo de incubacién y se determina la masa seca de Ia
muestra incubada secandola en una estufa a 70 °C por 72 horas. En el caso de
los ensayos in sifu, las muestras se guardan en bolsas plésticas herméticas y
se mantienen en frio (4 °C) hasta su secado. La TRA se expresa como
nanomoles de etileno producidos por gramo seco de material y por dia de

incubacion y (nmol C;Hs g™ d). Para controlar la posible produccién de etileno

o
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por procesos ajenos a la reduccién de acetileno por nitrogenasa (produccion
endogena de etileno), en todos los experimentos se incluyeron muestras
incubadas en aire puro sin acetileno. En ninguna de esas muestras se detect6

produccion de etileno.

Dado que la tasa de reduccidn de acetileno es un estimador indirecto de
la tasa de fijacién biologica de N, para obtener esta Gltima se aplica una razén
teorica de conversién molar de C,H; : Ny fijado de 3:1 (Zuberer 1 998), aunque
diversos estudios han determinado que esta razén puede variar, dependiendo
del substrato (Myrold et al. 1999). Sin embargo, el método de reduccién de
acetileno es altamente sensible y adecuado para comparar la actividad
diazotréfica de muestras relativamente pequefias y espacialmente acotadas
(Myrold et al. 1999).

Esta metodologia se empled en todos los experimentos de laboratorio y
observaciones de terreno realizadas en esta tesis. Los procedimientos

experimentales especificos se detallan en cada capitulo.
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Ensayo de Reduccién de Acetileno

(Hardy et al. 1968)

®
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I. Incubacién =g
l
La muestra se incuba en un frasco hermético de 1 Litro -
con una mezcla C,H,/Aire (10% v/v) durante 48 h in situ o
en el laboratorio. Con una jeringa se retiran muestras de
aire cada 24 h, las que son guardadas en tubos herméticos
y estériles. .
=
m
-
L]
]
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Il. Andlisis Cromatografico »
| | , - C,H,
Las muestras de aire se analizan en un cromatégrafo de a
gases para determinar la concentracién de etileno (nmol C,H, s
ml). Los gases de la mezcla se separan dentro de una v
columna de material poroso, siendo detectados en distintos
momentos (tiempos de retencién) lo cual produce un CzH4
cromatograma con distintos picos, cuya &rea bajo la curva es /\
proporcional a la concentracion del gas respectivo. )

Il. Tasa de Reduccion de Acetileno (TRA)

»

Tiempo de retencién

La pendiente de la curva de produccién de etileno en
funcién del tiempo de incubacién y el peso seco de la
muestra incubada se utilizan para calcular la tasa de
reduccién de acetileno expresada en nmol C,H, - g peso

seco™ - dia™.

[CoH,]

0 1 2
Tiempo (dias)

Figura 6

Protocolo del ensayo de reduccion de acetileno para estimar fijacién

bioloégica de N..
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Figura7

Frascos herméticos de un litro de capacidad provistos de una tapa con
tapdn de goma para las incubaciones del ensayo de reduccién de acetileno.
Los tapones de goma estan conectados a una valvula a través de una aguja
hipodérmica. Estas valvulas permiten el muestreo de gases del interior del
frasco.
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CAPITULO |

CARACTERIZACION Y ESTIMACION DE LA MAGNITUD DE LA
FIJACION NO-SIMBIOTICA DE N, EN LA DETRITOSFERA DE UN
BOSQUE PRISTINO

Los antecedentes sobre el ciclo del N en el sitio de estudio del
parque Nacional Chiloé indican que los bosques templados lluviosos
pristinos del sur de Sudamérica estan limitados por N, y la pérdida
hidrolégica de este elemento es mayor que la entrada por deposicion
atmosférica (Hedin et al. datos no publicados, Hedin et al. 1995, Perakis &
Hedin 2002, Vann et al. 2002, Weathers et al. 2000). Bajo el supuesto de
estado estacionario, propio de ecosistemas antiguos, se puede afirmar
que existe un desbalance de N. Este desbalance puede potencialmente
ser explicado por fijacién biolégica de Ny, y en particular por FNS en la
detritosfera, dada la acumulacién de este componente en ecosistemas
templados antiguos. La FNS en su calidad de proceso microbiano puede
depender de las variaciones de luminosidad, temperatura y humedad en

la detritosfera.

En este capitulo se caracterizo la FNS en el sitio del Parque
Nacional Chiloé, describiendo su variacién estacional y espacial y
estimando la magnitud de la entrada ecosistémica de N a través de este
proceso. Se enfatizd el componente de la hojarasca, sin embargo




30

también se consideré a los troncos caidos. Finalmente se evalud la
importancia de este proceso en el balance del N en el ecosistema

estudiado.

I.1. Hipotesis de trabajo

Debido al bajo aporie atmosférico de N fijado (Galloway et al. 1996,
Hedin et al. 1995), el alto nivel de pérdida hidrolégica de N (Perakis & Hedin
2002), y la alta biomasa de detritus organico documentada en bosques
templados del sur de Chile alejados de fuentes de contaminacién, la entrada
ecosistémica de N a través del proceso de fijacién no-simbidtica de N,
contribuye al balance interno del ciclo del N en estos ecosistemas, siendo su

magnitud comparable a la deposicién hiimeda de NID.

1.2. Objetivos especificos

Obijetivo 1
Caracterizar la variacién estacional y espacial (a escala intra-rodal) de la
actividad de fijaciéon no-simbidtica de N, en la detritésfera de un bosque primario

Nordpatagénico de la isla de Chiloé, Chile.

Objetivo 2
Estimar la correlacién entre FNS vy la iluminacién, temperatura y contenido

hidrico de la hojarasca a lo largo del tiempo.

Objetivo 3
Estimar la biomasa de la hojarasca presente en el sitio de estudio.




Objetivo 4
Estimar la magnitud de la entrada ecosistémica anual de N a través de la

fijacidn no-simbidtica de N,, y comparar dicho resultado en el contexto del
conocimiento del ciclo del N en bosques templados sometidos a la

contaminacién atmosférica (deposicion industrial de N).

1.3. Materiales y métodos
1.3.1. Disefio de muestreo

Grilla experimental
Para caracterizar la variacién estacional y espacial de la FNS en
hojarasca del bosque Nordpatagénice del Parque Nacional de Chiloé (Figura 4)
se realizaron mediciones cada dos a fres meses de la actividad de reduccién de
acetileno in sifu dentro de un area representativa del bosque Nordpatagdnico ‘
estudiado. En ella se instalé una grilla experimental de 100 x 40 m equivalente a \
0,4 ha, con 55 puntos de incubacién ubicados regularmente cada 10 m a lo {
largo de cinco transectos paralelos de 100 m de longitud separados entre si por
10 m. Los transectos fueron trazados con brijula siguiendo la inclinacién del
terreno con rumbo 212° (ca. Sur-Oeste). Cada punto fue marcado con una
estaca de PVC y se midi6 la inclinacion existente entre estacas sucesivas,
obteniendo a partir de ellas la altura relativa de cada estaca con respecto al
nivel mas bajo. En la Figura 8 se muestra un mapa de la grilla experimental, con
la posicién de cada estaca proyectada en el plano horizontal (xy) y con la
microtopografia del area. El area muestreada fue lo suficientemente grande
como para abarcar zonas de claros y zonas bajo dosel, caracteristicas de los
bosques antiguos (Perry 1994, Veblen et al. 1995) y lo suficientemente pequefia
como para permitir una rapida instalacion de los frascos de incubacién.
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Figura 8

Mapa de la grilla experimental instalada en una ladera del bosque
NordPatagonico del Parque Nacional Chiloé (sector Abtao). Las cruces (X)
indican la ubicacién de los puntos de muestreo, proyectados en el plano xy.
Se indica las curvas de nivel de altura relativa (escala de grises) y la
orientacion de la grilla (mapa realizado en GS + mediante kriging de los
datos de altura relativa de los puntos de muestreo).




33

Ensayos de reduccidn de acetileno in situ

Los ensayos fueron realizados segin lo descrito en la Introduccién
general. Se colectaron muestras de hojarasca de ca. 28 gramos secos dentro
de un radio de ca. 1 m en torno a cada punto de la grilla, utilizando guantes de
goma. El material colectado correspondié a todo el horizonte “O” (ca. 2 cm de
profundidad; restos vegetales reconocibles) y fue introducido en los frascos de

incubacién donde se sometio al ensayo de reduccion de acetileno in situ.

Se realizaron nueve ensayos entre Mayo del 2000 y Febrero del 2002.
En Enero del 2003 se efectud una dltima medicién adicional. El niimero de
muestras incubadas vari6 entre 5 y 55 (grilla completa), concentrando el mayor
esfuerzo de muestreo en los periodos estivales (Noviembre-Marzo), en donde
se observé la mayor actividad. De acuerdo con el objetivo especifico 2, en cada
fecha y punto de muestreo se registraron ademas las siguientes variables
abidticas: temperatura superficial del suelo (termémetro digital, Extech
Instruments 421501 Type K), iluminacién (luxémetro digital, Sper Scientific,
840020 Light Meter) y contenido hidrico del substrato. Esta Gltima variable se
estimé determinando el peso fresco y seco de la muestra (gravimetria) y se
expres6 como gramos de agua por gramo seco de material. En el caso de la
temperatura e iluminacion se promediaron las lecturas tomadas a las 24 y 48

horas de incubacion.

Estimacién de biomasa de hojarasca

La biomasa de hojarasca presente en el sitio de estudio es un valor
necesario para estimar el flujo de entrada de N por fijaciéon no-simbiética. Esta
cantidad se estimé en Febrero 2002, colectando muestras de hojarasca
(horizonte “O") al azar con un cuadrante metalico de 20 x 20 cm y determinando
su masa seca (Harmon et al. 1999). La colecta fue realizada en cada uno de los
95 puntos de la grilla experimental, ubicando el cuadrante a una distancia de

tres metros de cada punto, en una direccion escogida al azar. Este muestreo




fue estrictamente aleatorio, para obtener una estimacién no sesgada de la

cantidad de hojarasca presente en el sitio de estudio.

Las muestras fueron guardadas en bolsas herméticas de plastico y
transportadas al laboratorio en donde se las sometié a un ensayo de reduccion
de acetileno en condiciones de laboratorio (20 °C y oscuridad) antes de
secarlas (70 °C, 72 h) para determinar su masa seca y otras variables del
detritus descritas mas adelante (Capitulo lil). Este ensayo sirvi6 como
referencia para la comparacion con las tasas de reduccién de acetileno (TRA) in

situ.

Ensayo de reduccién de acetileno en troncos caidos

Si bien esta tesis se centr6 principalmente en la hojarasca, también se
estimo la fijaciéon no-simbidtica de Ns in situ en troncos caidos de diametro
mayor a 5 cm, llamados desechos lefiosos gruesos (Harmon et al. 1986). Los
ensayos se realizaron en Noviembre del 2000 y Febrero del 2001. Se
colectaron trozos de troncos caidos en descomposicién presentes dentro del
area de la grilla experimental. Cada trozo fue colectado con serrucho de mano,
cincel y martillo de la superficie de los troncos, hasta una profundidad maxima
de 10 cm. De acuerdo a lo observado por Hendrickson (1988), la capa periférica
de 10 cm de profundidad de los troncos caidos posee la mayor actividad de
fijacion no-simbidtica de N,. En el ensayo de Febrero del 2001, los troncos
caidos muestreados fueron clasificados segin su estado o grado de
descomposicion en cinco clases cualitativas descritas por Maser et al. (1988):
Clases Il = Troncos recientemente depositados sobre el suelo,
descomposicién reciente; Clase lll = descomposicion intermedia; y Clases V-V
= descomposicidon avanzada. Se colectaron siete muestras de cada clase las
que fueron incubadas en siete puntos consecutivos de uno de los transectos de

la grilla experimental. En cada punto se incubaron muestras de las cinco clases

de descomposicién, segtin el protocolo de reduccidn de acetileno.
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1.3.2. Analisis estadistico

Analisis temporal y espacial

Se compar6 el promedio de las tasas reduccion de acetileno de todas las
fechas de muestreo mediante analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-
Wallis y prueba a posteriori de Dunn (apropiada para tamafios muestrales
desiguales entre grupos, Zar 1996) utilizando el programa SigmaStat (version
2.0, Jandel Corporation). Para visualizar la tendencia estacional se grafico la
TRA promedio de cada fecha en funcion del tiempo. Para describir la fluctuacién
estacional resultante, se ajusté un modelo de regresion sinusoidal (funcion

periédica) a los datos sin promediar, seguln la siguiente ecuacion:

TRA=TRA, +A- seno(-z_%-n&)

Ecuacién 2

Donde TRAg corresponde a un umbral minimo de TRA, A es la amplitud de las
oscilaciones, T es el periodo de una oscilacion completa (ciclo anual) que fue
fijlado en 365 dias, § es un parametro de desfase temporal y t es el tiempo en
dias. La estimacion inicial de los parametros TRAg, Ay 8 y el respectivo analisis
de varianza fue realizado en el programa SigmaPlot (versién 2000 demo, SPSS
Inc.). Posteriormente se obtuvieron estimaciones de bootstrap y errores
estandar de los parametros, repitiendo 5000 veces la estimacion, por método de
minimos cuadrados, y utilizando un conjunio de datos aleatorizados
(remuestreo con reposicién de pares de valores de TRA versus tiempo) en cada
repeticion. Este procedimiento fue realizado en el programa PopTools (versién
2.5, Hood 2000).

Ademas se explor6 la existencia de una tendencia de largo plazo de los
datos de TRA in situ vs. tiempo, realizando un ajuste de regresion lineal de los

datos sin promediar, y aplicando una prueba de aleatorizacién (Manly 1997)




para determinar la significancia estadistica de la pendiente. Esta prueba esta
basada en la repetida reasignacion estocastica de las TRA en las fechas de
muestreo (2000 iteraciones), el recélculo de la pendiente y la comparacion del
valor observado con la distribucién nula (esperada por azar) resultante de las
reasignaciones. Posteriormente se efectud el ajuste sinusoidal en los residuales
de la regresion, para re-evaluar la fluctuacién estacional de la TRA in situ. En
este caso los valores iniciales de los parametros fueron los mismos del ajuste

original, salvo TRA,, que fue igual a cero.

Se realizd una descripcion estadistica basica de la TRA de los ensayos
de Enero 2001, Diciembre 2001 y Febrero 2002 (maximo esfuerzo de muestreo)
y se evalud la autocorrelacién espacial de los datos de la TRA in situ mediante
la prueba de Mantel (Manly 1997, Fortin & Gurevitch 1993). Para esta prueba se
calcularon la matriz de distancias Euclideanas (Manly 1994), Dyy, y la matriz de
diferencias de las TRA, T, entre pares de puntos de la grilla experimental

(Figura 8). Para esta tltima matriz, se utilizd la siguiente expresién:

t; =[TRA, - TRA,
Ecuacion 3

donde TRA; y TRA son las tasas de reduccién de acetileno in sifu de las
muestras de hojarasca correspondientes a los puntos iy j, respectivamente (la
ecuacion 3 es equivalente al caso univariado de la distancia Euclideana). Luego
se calculd la correlacion entre la matrices Dyy y T (correlacion de Mantel). La
significancia de la asociacion se evalué realizando 5000 permutaciones
aleatorias de la matriz T, y comparando la correlacion observada con la
distribucion nula resultante (Manly 1997). La prueba de Mantel se realizé con el

programa PopTools v (Hood 2000). Se realizaron otros analisis espaciales

adicionales que se presentan en el Apéndice A.
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Correlacién entre TRA y variables abiéticas

Se evalud la asociacion entre las variables abiédticas y la actividad de
fijaciéon de_ N> calculando los coeficientes de correlacion no paramétrica de
Spearman (Zar 1996) entre el promedio de TRA de cada fecha de muestreo y
los respectivos promedios de temperatura superficial del suelo, iluminacién y
contenido hidrico del substrato (n = 10). La significancia de la correlacién fue
evaluada mediante una prueba de aleatorizacién (Manly 1997), segln el
procedimiento descrito a continuacién. Cada coeficiente fue recalculado 999
veces, realizando en cada repeticion una reasignaron aleatoria de los valores
de TRA en las distintas fechas de muestreo (remuestreo sin reposicion). Con
ello se obtuvo una distribucién nula o esperada por azar de pseudovalores de
cada coeficiente, incluyendo al valor original (1000 pseudovalores). Después se
compar6 cada valor original u observado con su respectiva distribucién nula. El
valor de probabilidad de dos colas correspondiente se calculé como el nimero
de pseudovalores cuyo valor absoluto fue mayor o igual al valor absoluto del
valor original, dividido por el numero total de iteraciones (1000). Las
probabilidades calculadas corresponden a pruebas de significancia de dos
colas, y se consideraron como significativos aquellos coeficientes de correlacién
con probabilidades menores que 0,05 (Manly 1997). Todos los calculos de la
prueba de aleatorizacién fueron realizados con el programa PopTools (Hood
2000).

Reduccién de acetileno en troncos caidos

Se compar6 la TRA in situ de las muestras de troncos caidos de cada
clase de descomposicién mediante andlisis de varianza de una via. Se calculd
el promedio global de TRA de todas las muestras y fechas de incubacién.

1.3.3. Estimacion de entrada ecosistémica de N por FNS
De acuerdo al objetivo especifico 4, se utilizaron los datos de tasas de

reduccion de acetileno (TRA) in situ de hojarasca y troncos caidos para estimar




el flujo de ingreso de N a nivel ecosistémico, teniendo en cuenta que la TRA es

un estimador indirecto de la tasa de fijacién biolégica de N, (Hardy et al. 1968).

En el caso de la hojarasca, primero se estimé la “reduccién acumulada
de acetileno”, RAAy, es decir, el area bajo la curva —o integral— del registro
estacional de la tasa de reduccion de acetileno de la hojarasca (ver Figura 1 2).
RAAy, fue estimada por tres métodos, propuestos en esta tesis, basados en
distintos supuestos acerca del comportamiento de la tendencia temporal de
TRA:

i) Método de TRA promedio. Suponiendo un valor constante de TRA durante
el periodo Mayo 2000-Febrero 2002, e igual al promedio de las medias de
TRA observadas in situ durante dicho periodo. El area bajo la curva de TRA

vs. tiempo se calcula entonces como la de un rectangulo.
if) Método del Poligono. Suponiendo un comportamiento lineal de TRA entre

fechas consecutivas de muestreo en el registro Mayo 2000-Febrero 2002, es
decir, se unieron los puntos consecutivos con lineas rectas y se calculé el
area del poligono bajo la curva.

iif) Método del Ajuste Sinusoidal. Suponiendo un comportamiento periddico
sinusoidal de TRA a lo largo del tiempo, de acuerdo al ajuste de regresion

descrito en la seccion 11.3.2 (Ecuacién 2, sin correccién por tendencia de

largo plazo). Luego se estim6 el area bajo la curva por integracion de Ia

funcién en el intervalo de 0 a 365 dias.

RAAy es proporcional a la “fijacién acumulada”, FAy, esto es, la cantidad de
N fijado durante el periodo de estudio por unidad de masa seca de hojarasca.
La constante de proporcionalidad fue calculada bajo el supuesto de una razén
molar de conversién C,H, reducido : N; fijado de 3:1 (Hardy et al. 1968, Zuberer
1998, ver Introduccién General). La cantidad de N que ingresa al ecosistema

por unidad de superficie durante un afio, a través del proceso de fijacién no-
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simbidtica de N, en la hojarasca, FNy, se estimé multiplicando FAy por la
biomasa de hojarasca presente por unidad de superficie (Bn), es decir:
FN, =FA, -B,

Ecuacion 4

Bn fue estimada segtn el procedimiento descrito en la siguiente seccion, y se
Supuso que esta cantidad es constante durante todo el afio. Este supuesto es
razonable dado que el ecosistema en estudio es un bosque antiguo gue se ha
desarrollado en ausencia de grandes perturbaciones durante el Holoceno
(Villagran et al. 1990), y en consecuencia tanto su biomasa como necromasa se
encuentran en estado estacionario. Por otra parte, el caracter siempreverde del
bosque Nordpatagénico implica que no existen grandes fluctuaciones en la

cantidad de hojarasca presente en el suelo.

La entrada anual de N por unidad de superficie a través de la fijacion de
N2 en troncos caidos, FN7t, se estimd utilizando datos publicados de biomasa de
troncos caidos en el sitio de estudio (65,1 Mg ha™, Carmona et al. 2002), y el
promedio de las medidas de TRA in situ en troncos de los ensayos de
Noviembre 2000 y Febrero 2001. FNt se calculé bajo el supuesto de que solo la
capa periférica de 10 cm de profundidad de los troncos caidos posee actividad
significativa de FNS (Hendrickson 1988). En consecuencia, la biomasa activa
de troncos caidos, Br, se estimé en 43,9 Mg ha™. Como no se conté con un
registro estacional de la TRA en troncos, se supuso que éstos presentan
actividad significativa s6lo durante 6 meses en el afio, basado en lo observado
en la hojarasca. La entrada total de N a través de la fijacion no-simbiética de N,

en hojarasca y troncos, FN, fue estimada como la suma de FNuy FNT.

Se propuso un método para obtener el intervalo de confianza del 95% y
error estandar de las estimaciones de FN, FNy y FNy, basado en el remuestreo
con reposicion (bootstrap, Manly 1997) simultaneo de los datos originales de
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TRA 'y biomasa de hojarasca y troncos caidos, recalculando todos los
parametros involucrados (promedios de TRA, RAAy, By y By), y repitiendo la
operacién 5000 veces. En el caso del método de ajuste sinusoidal se utilizé Ia
metodologia descrita en la seccion “Analisis temporal”. El error estandar y los
limites inferior y superior del intervalo de confianza del 95% se estimaron,
respectivamente, como la desviacion estandar y los percentiles 2,5% y 97,5%
de la distribucién de los pseudovalores generados para cada estimacion. Este

procedimiento se desarrollé con el programa PopTools (Hood 2002).

l.4. Resultados
1.4.1. Patrén estacional y espacial de la FNS in situ

La tasa promedio de reduccion de acetileno in situ del bosque del Parque
Nacional de Chiloé vari6 estacionalmente entre 0 y 85 nmol CoH,4 g (seco)” dia”
! durante el periodo de observacion. Los valores méaximos ocurrieron en verano
y los minimos en invierno (Figura 9 A). El promedio anual de reduccién de

acetileno de hojarasca in situ fue de 10,8 nmol C,H, g'1 d’.

El modelo sinusoidal de TRA in situ vs. tiempo explicd un 24% de la
varianza de los datos (Tabla 2). Los méximos de la funcién sinusoidal
coincidieron cualitativamente con los valores méaximos de TRA promedio (Figura
12 B). Se verificd la existencia de una tendencia lineal significativa de largo
plazo estimada en 0,020 nmol C,Hs; g d? (pendiente lineal, prueba de
aleatorizacion: Pi.coa = Pacoas = 0,0005). El ajuste sinusoidal sobre los
residuales de la regresion lineal (i.e. datos de TRA in situ en los que se eliminé

la tendencia lineal de largo plazo) resulté menor, pero significativo (Tabla 2).
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Se observé una correlacion significativa entre los promedios de TRA, la
temperatura superficial del suelo y la iluminacién incidente de cada fecha de
muestreo (Figura 9, Tabla 3). La iluminacién, a su vez, estuvo altamente
correlacionada con la temperatura a lo largo del afio (Tabla 3). La TRA
promedio /n situ no se correlacioné significativamente con el contenido hidrico
de la hojarasca (Tabla 3). El patréon de temperatura observado durante los
ensayos in situ en el Parque Nacional Chiloé fue similar al registrado en la
Estacion Biolégica “Senda Darwin” (EBSD) (Figura 9 E). Sin embargo, el
contenido hidrico de la hojarasca no reflej6 las fluctuaciones de la precipitacién

registrada en la EBSD.




42

Fecha de Muestreo

Jun-02 Dic-02

Dic-01

Jun-00

(ww)
uoendioald

Jun-01

Dic-00

el

T

e
ra

7z, PP
—8— Temper,

: EBSD
é

el

o
,x

o
2
4

AN
AR NN
AT ..

&‘Ewﬁéaﬁ
wwvdwwm%m&

Feb-02 Jun-02 OQct-02 Feb-03

Feb-01

Qct-00

S
1 T T T T T I T [ T T T i I T T T _k/ _/_///
BY8KES Yoo - o w96 8 8 8 e 2w o
. z e
(,p B °H'D joww) (bOHB) (Do) oo (94)
ouBaY op O2LIPIH OpIUBUOD einjeseda | (xn7) eineredwa |
ugoNpaY ap Bse| uoloeuILIN||

<L

m

O

D

LLI

Oct-01

Jun-01

Jun-00

Fecha
Figura 9

iente)

agina siguien

rd

(Leyendaenlap




43

Figura 9

Tasas medias de reduccién de acetileno (A), y variables fisicas (B-D)
registradas in situ durante los afios 2000-2002 en bosque Nordpatagénico del
Parque Nacional Chiloé. Valores promedio para cada fecha de muestreo.
Barras de error = 1 Error Estandar. El nimero de muestras varié entre 5 y 54
(ver texto). Zonas sombreadas indican periodos estivales. Letras en TRA
indican diferencias significativas entre medias seglin prueba a posteriori de
Dunn (Kruskal-Wallis, Hig) = 104,307, P < 0,001). Gréafico E: datos climéaticos
Estacion Biolégica “Senda Darwin”.
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Tabla 2.- Pardmetros y estadisticos de andlisis de regresion de funcion

sinusoidal en el tiempo de Ias tasas de reduccion de acetileno in situ y de los

respectivos residuales de regresion lineal (eliminacion de tendencia de largo
plazo), entre Mayo 2000 y Febrero 2003. El periodo T se fijé en 365 dias. Los
valores de los pardmetros corresponden a estimaciones de bootstrap + error

estandar.

Datos Originales

Residuales de

regresion lineal

Modelo

TRA=TRA, +A-seno(2_;5-t+6)

Parametros

TRA, 12,584 + 0,868
A 10,808 + 1,050
3 4,174 £ 0,133

T =365 d (fijo)

R? 0,243
F, 212 34.08
P < 0,0001

-3,398 = 0,908
8,416 + 1,108
4,136 £ 0,172

0,160
20,242
< 0,0001
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Tabla 3.- Coeficientes de correlacion de Spearman entre promedios de
variables ambientales y tasas de reduccién de acetileno (TRA) in situ
registradas conjuntamente entre Mayo 2000 y Febrero 2003. Enire paréntesis
se indica la probabilidad de dos colas de prueba de aleatorizacién.

TRA “Contenido Temperatura
(nmol C;Hs; g d?)  Hidrico
Contenido Hidrico 0,233 -
(g H:0 g™ (0,529)
Temperatura 0,673 -0,483 -
(°C) (0,038) (0,183)
lluminacién 0,661 -0,167 0,818
(Lux) (0,041) (0,680) (0,003)
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Los ensayos realizados en los periodos estivales en los puntos de la
grilla experimental de 100 x 40 m instalada en el sitio de estudio, revelaron una
alta heterogeneidad espacial de la fijacion no simbidtica de N, (Figura 10 Ay B,
Tabla 4). El coeficiente de variacion de la tasa de reduccion de acetileno fluctud
entre 52% y 70% (Tabla 4). La actividad de reduccién de acetileno in situ estival
fue del mismo orden de magnitud que la reduccion de acetileno medida en
condiciones de laboratorio (20 °C), no encontrandose diferencias significativas
entre la media de Enero del 2001 y la media del ensayo de laboratorio de
Febrero del 2002 (Tabla 3). Sin embargo, la distribucion de frecuencia de
valores de TRA de laboratorioc se ensanchd ligeramente hacia la derecha
(Figura 10 C).

La prueba de Mantel indicé que no existié asociacién estadisticamente
significativa entre la distancia entre puntos y la respectiva diferencia de valores
de TRA, para ninguno de los ensayos in situ, ni para el ensayo de laboratorio de
Febrero del 2002 (Tabla 4). En consecuencia, no se encontré evidencia de
autocorrelacion espacial de los datos (ver andlisis adicionales en Apéndice A).
Por otra parte, no se encontré una correlacion significativa entre los datos de
TRA in situ de los mismos puntos medidas en Enero y Diciembre del 2001
(fpearson = 0,145, P = 0,298).
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Figura 10

A y B: Variabilidad espacial de la tasa de reduccidén de acetileno (TRA) en la
grilla experimental de 40 x 100 m durante los muestreos de Enero y Diciembre
2001. C: Comparacion de distribuciones de frecuencia (poligonos) de TRA,
incluyendo los datos del ensayo de laboratorio realizado en Febrero 2002.
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Tabla 4.- Estadistica descriptiva de las tasas de reducciéon de acetileno
(unidades: nmol C,Hs g d7) in situ de Enero 2001, Diciembre de 2001 y
Febrero 2002, y de laboratorio de Febrero 2002. Ademas se indican los
resultados de la prueba de Mantel de una y dos colas (autocorrelacion
espacial). Finalmente se indica el resultado de comparacion no paramétrica

entre ensayos (Kruskal-Wallis, prueba a posteriori de Dunn).

In situ Laboratorio
(20°C)

Parametro/Estadistico Enero Diciembre Febrero Febrero

2001 2001 2002 2002
N° puntos de muestreo (n) 54 52 22 52
Promedio 24 1 20,9 20,7 33,0
Mediana 21,1 18,2 15,9 27,2
Varianza 159,4 157.,8 259,0 441,2
Coeficiente de Variacién (%) 52,3 60,0 77,9 71,6
Rango (Min-Max) 0,8-59,7 0.0-58,0 56-787 13-1123
Correlacion de Mantel 0,025 -0,038 0,121 0,083
Probabilidad 1 cola 0,302 0,226 0,163 0,099
Probabilidad 2 colas 0,619 0,440 0,243 0,175

Kruskal-Wallis
H@) = 12,555 (P = 0,006)
Prueba de Dunn (Posteriori) ab a a b
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1.4.2. Fijacién no-simbiética de N, en troncos caidos

El promedio de la tasa de reduccién de acetileno in situ de troncos caidos
de didmetro mayor de 5 cm fluctué entre 4,8 (Noviembre 2000) y 10,2 (Febrero
2001) nmol CzH,4 g™ d™', con un promedio global de 7,5 nmol CoHs g* d™. En el
ensayo de Febrero del 2001, no se encontraron diferencias significativas entre
la actividad de reduccién de acetileno correspondiente a los distintos estados o
clases de descomposicion (analisis de varianza de una via, Fy 29 = 0,926, P =
0,462) (Figura 11).

1.4.3. Biomasa de hojarasca

La biomasa total de hojarasca depositada sobre el suelo del bosque del
Parque Nacional Chiloé en Febrero del 2002 fue estimada en 4,5 Mg ha™, y

presentd una alta heterogeneidad espacial (CV = 71.4%) (Tabla 5).
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Tasas promedio de reduccion de acetileno in situ de Febrero 2001 en
troncos caidos, clasificados segtin su estado o clase de descomposicidn
(Maser et al. 1999). HI = Troncos recientemente despositados sobre el
suelo; descomposicion reciente, Il = descomposicion intermedia, V-V =
descomposicién avanzada. Bamas de error representan 1 EE (n = 7,
excepto Clase | con n = 6). No existen diferencias significativas entre

Clases (ANOVA, F 4 56, = 0,926, P =0,462).
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Tabla 5.- Estimacion de la biomasa de hojarasca del bosque Nordpatagénico
del Parque Nacional Chiloé. Se colectaron 55 muestras al azar con un
cuadrante de 20 x 20 cm. Se muestra la caracterizacion estadistica de los

datos, estimacion de bootstrap (5000 iteraciones) e intervalo de confianza (IC)

del 95%.

Parametro Valor
Promedio (g m?) 4543
Desviacién Estandar (g m?) 324,1
Varianza (g% m™) 10.5072,9
Coeficiente de Variacion (%) 71,4
Biomasa Total (Mg ha™)

Estimacion de Bootstrap 4,52
EE 0,45

IC 95% 3,69-5,43
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l.4.4. Estimacion de la entrada ecosistémica de N por FNS

La reduccién acumulada de acetileno de la hojarasca (RAAy) se estimé a
partir de los graficos de TRA en funcién del tiempo, por el método del poligono
(Figura 12 A), y el método del ajuste sinusoidal (Figura 12 B). También se
estimé a partir del promedio anual de TRA. Las estimaciones de RAAy, para un
periodo de 365 dias, fluctuaron entre 3.578 y 3.951 nmol C,H, g'1, dependiendo
del método utilizado. Para el caso de los troncos caidos, RAAT se estimé en
1.351 nmol C;H, g™ (método de TRA promedio).

El valor de entrada total de N a través de la fijacién no-simbiética de N»
estimado fluctué entre 0,72 y 0,75 Kg N ha™ afio™!, dependiendo del método de
estimacién de RAA (Tabla 6). La entrada de N a través de la fijacion en troncos
caidos fue mayor que la de la hojarasca (0,6 vs. 0,2 Kg N ha™ afio™) (Tabla 6).
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Estimacién del area bajo la curva de la tasa de reduccion de acetileno en
el tiempo (sombreado verde), para el calculo de la entrada ecosistémica
anual de N a través de FNS en hojarasca. En A se supone un
comportamiento lineal de TRA entre los promedios de cada fecha de
muestreo (método del poligono), y en B se calcul6 la integral sobre un
periodo de 365 dias de la funcién sinusoidal ajustada a los datos sin

promediar.
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Tabla 6.- Estimacién de la entrada anual de N a través de fijacion no-simbidtica

de N, en hojarasca y troncos caidos de un bosque templado lluvioso
Nordpatagénico del Parque Nacional Chiloé, a través de distintos métodos.

Estimaciones de bootstrap * EE e intervalo de confianza (95%) entre

paréntesis.

Substrato

Método de estimacion

Entrada anual
(Kg N ha™ afio™)

Residuos lefiosos
gruesos

Hojarasca

Total

TRA promedio
(6 meses activos afio™)

TRA promedio
Area bajo curva TRA vs. Tiempo
(poligono)

Area bajo curva TRA vs. Tiempo
(ajuste sinusoidal)

TRA promedio
Area bajo curva TRA vs. Tiempo
(poligono)

Area bajo curva TRA vs. Tiempo
(ajuste sinusoidal)

0,554 £ 0,189
(0,257 - 0,996)

0,167 £ 0,019
(0,131 - 0,207)

0,180 %= 0,021
(0,142 - 0,223)

0,193 £ 0,023
(0,150 - 0,242)

0,721 % 0,190
(0,416 - 1,165)

0,734 £ 0,191
(0,429 - 1,179)

0,747 + 0,185
(0,449 - 1,173)
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I.5. Discusion
1.5.1 Patrén estacional de la fijacion no-simbidtica de N..

Los resultados indican que existe una tendencia estacional del proceso
de fijacion biolégica de N, en la capa de hojarasca del bosque Nordpatagénico
del Parque Nacional Chiloé, asociada a los cambios de temperatura y radiacion
solar durante el ciclo anual (Figura 9, Tabla 3). La radiacién solar fue estimada
indirectamente por la iluminacién recibida por la capa de hojarasca del bosque.
Las fluctuaciones del contenido hidrico de la hojarasca no reflejaron la variacion
estacional de la precipitacién, probablemente debido a que el sitio de estudio se
encuentra entre uno de los mas lluviosos del globo (ca. 5800 mm anuales), y la
distribucién de las lluvias es relativamente uniforme (baja estacionalidad)
durante el afio (Arroyo et al. 1995), lo cual produce un contenido hidrico de Ia
hojarasca relativamente constante. Se determinaron experimentalmente los
efectos directos de la temperatura, iluminacién y contenido hidrico del detritus

sobre la FNS, que son discutidos en el Capitulo IlI.

La tasa media anual y el valor maximo de reduccién de acetileno
observados en la hojarasca del sitio de estudio (10,8 y 78,7 nmol C,Hs g™ d7,
respectivamente), se encuentran dentro del rango de tasas maximas de
reduccion de acetileno documentadas para otros ecosistemas forestales
templados (4,3 - 364,8 nmol g'1 d', Hendrickson 1990, Silvester 1989,
Jurgensen et al. 1992, Cushon & Feller 1989) y son similares a la documentada
para un bosque esclerdfilo australiano (28,8 nmol g d”', O'Connell & Grove
1987).

St



57

1.5.2. Fijacion de N; en troncos caidos.

Los troncos caidos son un tipo particular de detritus vegetal,
especialmente abundante en ecosistemas forestales templados, que
ciertamente también forma parte de la detritésfera (Harmon et al. 1986,
Carmona et al. 2002). La actividad media estival de fijacion de Nz in situ
registrada en los troncos caidos (7,5 nmol C;Hs g d™) fue similar a la reportada
recientemente para residuos lefiosos de bosques antiguos de Thuga en Canada
(5,7 nmol CyH, g d”', Brunner & Kimmins 2003) y se encuentra dentro del
rango de tasas maximas de reduccién de acetileno documentadas para troncos
caidos de otros ecosistemas forestales boreales (32,9 nmol C;H, g' d7,
Hendrickson 1988) y templados (0,7 — 67,2 nmol g™ d”, Griffiths et al. 1993,
Silvester 1989, Crawford et al. 1997, Jurgensen et al. 1989, 1992, Cushon &
Feller 1989). La tasa media de reducciéon de acetileno en troncos caidos fue
menor que la de la hojarasca (7,5 vs. 10,8 nmol g™ d™), lo cual implica que
existen diferencias en la capacidad de ambos substratos de albergar
poblaciones activas de diaz6trofos. A diferencia de lo observado por Hicks et al.
(2003) y Brunner & Kimmins (2003), no se detectaron diferencias en la actividad
diazotréfica in situ de troncos en distintas etapas de descomposicion (Figura

11). Este resultado es discutido en mayor detalle en el Capitulo Il.

1.5.3. Flujo de N a través de fijacién no-simbiética

El resultado de la estimacion del flujo de entrada de N a través de la FNS
es discutido en la parte final de este documento (Discusién general). Aqui cabe
mencionar que dicha estimacién es de caracter indirecto por cuanto esta
basada en la reduccién de un substrato alternativo de la enzima nitrogenaza.
Como se menciond en la metodologia general, existe una razén de conversion
molar entre el acetileno reducido y el N; fijado que depende de la complejidad
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del substrato e incluso de las condiciones abidticas (Myrold et al. 1999, Hicks et
al. 2003, Zuberer 1998), por lo que constituye una fuente de error adicional a la
estimacién de flujo de N por la FNS. Sin embargo, es posible estimar
experimentalmente dicha razén mediante un ensayo simultaneo de reduccién
de acetileno y fijacion de '°N (Myrold et al. 1999). Se han estimado valores para
substratos organicos de bosques templados y tropicales del hemisferio norte
que han fluctuado alrededor de 4 (Hicks et al. 2003, Thompson & Vitousek
1997). Zuberer (1998) menciona que esta razén puede variar entre 1,5 y 25,
dependiendo del sistema estudiado. En consecuencia, las estimaciones
basadas en tasas de reduccién de acetileno deben ser consideradas con
cautela, ya que probablemente estén sobreestimado la actividad diazotréfica.
Sin embargo, como se vera en los siguientes capitulos, la tasa de reduccion de

acetileno es apropiada para comparar la FNS de distintos substratos organicos.
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CAPITULO I

FIJACION NO-SIMBIOTICA DE N, Y DESCOMPOSICION DEL
DETRITUS ORGANICO

La fijacidn no-simbidtica de N, puede considerarse como un subproceso
del fendbmeno mas general de la descomposicion de materia organica. Ambos
procesos biogeoquimicos ocurren en el mismo habitat de la detritésfera y, en
consecuencia, ambos pueden ser afectados por las mismas variables abiédticas

y caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas del substrato organico.

La descomposicion del detritus puede describirse en términos simples
como la disminucién progresiva de la masa seca del substrato, producto de la
degradaciéon microbiana, ya sea por respiracion heterotréfica (produccion de
COy) y/o humificacién, ambos procesos que “extraen” carbono desde el detritus
(Chapin et al. 2002, Harmon et al. 1999). Esta disminucién en masa y en
carbono normalmente se aproxima a un decaimiento exponencial a lo largo del
tiempo. Sin embargo, el resto de los elementos contenidos en el detritus pueden
seguir dinamicas distintas a medida que transcurre la descomposicién
(Laskowski et al. 1995), incluso llegando a acumularse en el detritus antes de

ser liberados (mineralizados). Tal es el caso del N.

Se ha documentado que existe una acumulacién neta de N durante las
primeras etapas de la descomposicion de substratos deficientes en N (i.e. con
C/N mayor) (Aber & Melillo 1991, Laskowski et al. 1995, Thompson & Vitousek
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1997, Vitousek et al. 2002a y Wagener & Schimel 1998, Woitchik et al. 1997),
que ha sido descrita en términos teéricos por Agren & Bosatta (1996). Esta
acumulacién generaimente se ha afribuido a la inmovilizacién microbiana de
NID “desde los alrededores” (Agren & Bosatta 1996), producto del
requerimiento de N por parte de la comunidad microbiana para su propia
mantencion y biosintesis de enzimas degradadoras (Meyer 1994, Vitousek et al.
2002a). Sin embargo esta acumulacion también puede explicarse por ingreso
de N a través de la actividad diazotréfica en el detritus pobre en N (e.g. Woitchik
et al. 1997).

En este capitulo se investigd la relacion entre la FNS y el proceso
de descomposicion a través del estudio de la variacion de la FNS a lo
largo del primer afio de descomposicion de substratos con distintos
contenidos iniciales de N (y diferentes C/N) pertenecientes a las especies

arboreas dominantes del bosque NordPatagdnico (N. nitida y D. winteri).

Il.1. Hipotesis de trabajo

Se postula un aumento de la tasa de fijacion no-simbidtica de N, (FNS)
durante los primeros meses de la descomposicion de substratos pobres en N
(mayor C/N), coincidente con un aumento del contenido total de N. En
substratos ricos en N (C/N menor) se espera un menor aumento de la FNS
(Figura 13).
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Tasa Fij. N,

Tiempo

Figura13

Representacion grafica de la hipétesis del comportamiento de la FNS
durante el primer afio de descomposicién del detritus orgénico: la actividad
diazotréfica aumenta en el tiempo y es mayor en substratos con menor
contenido inicial de N.




62

I1.2. Objetivo especifico

Relacionar empiricamente los procesos de fijacion no-simbidtica de N, y
descomposicién de la materia organica, observando simultaneamente ambos

procesos en:

a) Material lefioso (1-5 cm de diametro) de N. nitida, y
b) Hojarasca de alto y bajo contenido inicial de N (baja y alta relacién C/N)

de N. nitida 'y D. winteri.

I1.3. Materiales y métodos

Se disefiaron experimentos de descomposicién in situ de material lefioso
y hojarasca con el método de bolsa de maya (Bocock & Gilbert 1957, Harmon et
al. 1999, Figura 14), en los que se monitored aproximadamente cada dos
meses la actividad de reduccién de acetileno (in situ y en laboratorio) de las

muestras.

11.3.1. Material Lefioso

Se observé la dinamica de descomposicion y FNS en material lefioso de
grosor intermedio (1 - 5 cm de diametro) de Nothofagus nitida. El material fue
colectado de arboles vivos en un bosque cercano al sitio de estudio del Parque
Nacional Chiloé, y fue trasladado al laboratorio en donde fue secado en estufa a
70 °C por 72 h. Se colocaron muestras de masa seca conocida (ca. 140 g) de
material dentro de 80 bolsas de maya de 2 mm de tamario de orificio, las que
fueron distribuidas al azar en 6 puntos espaciados cada 10 m a o largo de un

transecto lineal de 50 m en el bosque del Parque Nacional Chiloé.
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Aproximadamente cada dos meses, se realizaron ensayos de reduccién de
acetileno in sifu con las muestras de cada punto, las que fueron retiradas para
determinar su masa seca (secado en estufa a 70 °C por 72 h) y la fraccién de
masa seca remanente del subsirato en descomposiciéon. Al final del

experimento, se abarcd un periodo de descomposicién de 797 dias.

11.3.2. Material foliar

Se comparo la dindmica de descomposicién v fijacion no-simbiética de N,
de hojas verdes arrancadas de arboles vivos y hojarasca senescente capturada
en frampas de hojarasca (post-abscision) de dos especies arboreas
dominantes: N. nitida y D. winteri. Se consideré que en general la hojas verdes
tienen un menor contenido de N que las hojas senescentes, ya que en estas
tltimas ha operado el proceso de reabsorcion de nutrientes pre-abscisién por
parte de los arboles (Chapin et al. 2002). El material utilizado fue colectado en
el Parque Nacional Chiloé y secado en el laboratorio. Se colocd una cantidad
inicial de masa seca conocida (ca. 10 g) correspondiente a cada especie y tipo
de hojarasca dentro de bolsas de maya de 2 mm de tamario de poro (ca. 50
bolsas por especie/tipo). Las bolsas fueron distribuidas en 6 puntos espaciados
cada 10 m y alineados a lo largo de un transecto de 50 m en el bosque
Nordpatagénico maduro de la estacién bioldgica “Senda Darwin”. Las muestras
de N. nitida se instalaron en Enero 2002, y las de D. winteri, en Abril 2002.
Aproximadamente cada dos a cuatro meses se realizaron ensayos de reduccién
de acetileno in sifu y se retiraron muestras para determinar su masa seca y
fraccion de masa remanente (Figura 14). Ademas se realizaron ensayos de
reduccion de acetileno en condiciones de laboratorio (20 °C) con las muestras
colectadas (antes del secado). Finalmente, se determiné el contenido total de N
y C de un subconjunto de las muestras colectadas, segtn el protocolo descrito
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en la siguiente seccion (11.3.3). Este experimento abarcé un periodo de
descomposicion de 449 dias para N. nitida y 365 dias para D. winteri.

11.3.3. Determinacién de C y N total.

Las muestras secas de hojarasca fueron trituradas con un molino
metalico manual y posteriormente pulverizadas con un molino eléctrico. Una
submuestra de 8 a 13 mg fue analizada por el método de combustidn
instantanea en un analizador automatico de elementos Carlo Erba (NA 2500),
en cual entrega los datos en porcentaje de cada elemento con respecto a la
masa seca (o bien, g C 6 N 100 g"). El proceso de triturado y posterior
pulverizado de las muestras maximizd la homogenizacién de las mismas,
aumentando la probabilidad de que la submuestra analizada fuera

representativa de toda la muestra original.




65

Figura 14

Experimento de descomposicion y fijacion de N, in situ de hojarasca. Las
bolsas de malla verde contienen muestras de hojarasca verde y senescente de
N. nitida y D. winteri, cuya masa seca inicial es conocida. Periodicamente se
midié la actividad de reduccion de acetileno de las muestras, a medida que
avanzé su descomposicion.
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I1.3.4. Analisis estadisticos

Composicion quimica inicial del material foliar

El contenido inicial de N y C y la relacion C/N de las hojas verdes y
senescentes (post-abscisién) de las dos especies estudiadas se compararon
mediante analisis de varianza de dos vias, con la especie y el tipo de hojas

como factores.

ANDEVA de medidas repetidas

La fraccidon de masa remanente, la tasa de reduccion de acetileno (TRA
in situ y de laboratorio), y el contenido de N medidos en los distintos momentos
de la descomposicion de los substratos (fechas de muestreo) fueron
comparadas mediante andlisis de varianza con medidas repetidas (Zar 1996),
con el tiempo como factor repetido (programa STATISTICA). La TRA (in situ 'y
de laboratorio) se transformo a logaritmo natural [In(1+TRA)]. En el caso de Ia
hojarasca, ademas se considerd el tipo de hojarasca (verde versus senescente)
como factor de comparacion. Los datos de hojarasca de N. nitida y D. winteri
fueron analizados por separado debido al desfase temporal de ambos

experimentos.

Dinamica de la TRA

La tendencia general de la TRA en funcién del tiempo de descomposicion
de cada substrato se describi¢ a través de la pendiente lineal, cuya significancia
estadistica fue determinada por una prueba de aleatorizacion (remuestreo sin
reposicién de la TRA, recalculo de pendientes, repeticion 2000 veces y
comparacion de pendientes observadas y esperadas por azar). Se obtuvieron
estimaciones de bootstrap de todas las pendientes y sus errores estandar.

En el caso de la hojarasca, se realizé una prueba de aleatorizacién para

comparar las pendientes de TRA vs. tiempo de hojas verdes u senescentes
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(para cada especie por separado). Para esto se realizaron 2000 reasignaciones
aleatorias los datos de TRA en ambos tipos de substrato, recalculando Ia
diferencia entre pendientes (pendiente de hojas senescentes menos pendiente
de hojas verdes) y comparando la diferencia observada con la distribucién de

diferencias esperadas por azar.

Dindmica de descomposicion y contenido de N
La fraccion de masa remanente en funcién del tiempo de descomposicién
de todos substratos se ajustaron con modelos de regresién lineal y exponencial

negativo, este Ultimo segln la siguiente ecuacion:
m(t)=A-e™

Ecuacion 5

donde m(f) es la fraccién de masa remanente al tiempo t, A es una constante [A
= m(0)] y k es la constante de decaimiento exponencial, que en este caso
corresponde a un estimador de la constante de descomposicién del substrato
(Agren & Bosatta 1996, Harmon et al. 1999). Adicionalmente, se obtuvieron
estimaciones de bootstrap de k siguiendo un procedimiento similar al explicado

en la seccion 1.3.2 (Andlisis temporal).

Se compararon las k de hojas verdes y senescentes (post abscision) de
cada especie mediante una prueba de aleatorizacion. Se calcul6 la diferencia
observada entre valores de k y se compard con una distribucién nula de
diferencias esperada por azar, construida mediante reasignacion aleatoria
(remuestreo sin reposicién) de los valores de fraccion de masa remanente y
fecha de muestreo de ambos tipos de substrato y posterior re-estimacion de las
respectivas k y la diferencia entre ellas. Todo el procedimiento se repitié 5000
veces y se calculé la probabilidad de 2 colas como el nimero de valores
mayores o iguales, en valor absoluto, a la diferencia observada partido por el

numero total de iteraciones.
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Los datos de contenido total de N en funcién del tiempo se ajustaron con

modelos de regresion lineal y cuadratico.

Fijacién acumulada de N,

Se estimé la cantidad de fijacion de N, ocurrida durante la
descomposicién de cada substrato, mediante el célculo de la reduccién
acumulada de acetileno (RAA) durante el periodo total y los primeros 365 dias
de descomposicién, a través del método del poligono y la estimacién de
bootstrap respectiva, descritos en el Capitulo | (seccidén 1.3.2 Estimacién de
entrada ecosistémica...). Este método supone un comportamiento lineal de TRA

vs. tiempo entre fechas sucesivas de muestreo.

Se comparo6 la RAA a los 365 dias de la hojarasca verde y senescente en
cada especie aplicando una prueba de aleatorizacién, calculando la diferencia
observada enire las RAA respectivas y comparandola con una distribucién de
diferencias de RAA esperada por azar (distrinucion nula), construida mediante
reasignacion aleatoria (remuestreo sin reposicion) de los valores de TRA vs.
fecha de muestreo de ambos tipos de substrato y posterior re-estimacioén de las
respectivas RAA vy la diferencia entre ellas. El procedimiento fue repetido 5000
veces y se calculé la probabilidad de una cola como el nimero de diferencias
mayores o iguales a la observada dividido por el nimero total de iteraciones. De
igual forma se calculé la probabilidad de 2 colas considerando el valor absoluto

de las diferencias.
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Il.4. Resultados
11.4.1. Material lefioso

La dindmica de pérdida de masa por descomposicion, resultdé ser
extremadamente lenta. No se detecté un cambio significativo de la fraccién de
masa remanente durante un periodo de mas de 23 meses (Figura 15; analisis
de varianza con medidas repetidas, Fu 16 = 1,324, P = 0,303). Sin embargo, si
hubo cambios significativos en la TRA (andlisis de varianza con medidas
repetidas, Fi735 = 20,195, P < 0,001). La dinamica de la actividad de FNS
resulté ir creciendo paulatinamente, hasta alcanzar un maximo en el verano del
2001/02, para luego decrecer levemente en el verano siguiente (Febrero 2003)
(Figura 15). Sin embargo, la tendencia lineal de la TRA en funcion de! tiempo
fue positiva y significativa (Tabla 9). La reduccién acumulada de acetileno
durante los primeros 365 dias de la descomposicion del material lefioso fue
estimada en 887 nmol C,H, g (Tabla 12).

11.4.2. Material Foliar

Las hojas verdes y senescentes de las dos especies estudiadas difirieron
significativamente en su contenido de carbono, nitrégeno y relacién C/N
iniciales (Tabla 7). La hojarasca senescente fue mas pobre en N que la
hojarésca verde, y D. winteri tuvo un menor contenido de N que N. nitida (Tabla
7). Los registros de pérdida de masa, contenido de total de N vy fijacion de N
(TRA) se muestran en las Figuras 16 y 17. Durante el periodo observado, no se
detectaron diferencias significativas en la fraccién de masa remanente y la TRA
in situ'y en el laboratorio entre los dos tipos de hojarasca (verde vs. senescente)
de ambas especies (Tabla 8). Sin embargo, las diferencias en contenido de N

entre hojarasca verde y senescente se mantuvieron durante el periodo
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observado (Tabla 8). La variacién femporal de TRA in situ fue significativa
(Tablas 8 y 9, Figuras 16 y 17). En general, la TRA aument6 a través del tiempo
en todos los substratos, aunque con fluctuaciones. Las respectivas pendientes
de TRA vs. tiempo fueron significativas, pero no se encontraron diferencias
significativas entre tipos de hojarasca para ambas especies (Tabla 9). El
contenido total de N experimenté un aumento leve pero significativo (Figuras 16
y 17, Tabla 8).

En la especie N. nitida, los datos de fraccion de masa remanente de la
hojarasca verde vs. tiempo se ajustaron mejor al modelo de decaimiento
exponencial. En la hojarasca senescente, en cambio el mejor ajuste se obtuvo
con el modelo lineal (Tabla 10). En el caso de D. winteri, se observé el mismo
patron (pérdida de masa de hojas verdes se ajusté a modelo de decaimiento
exponencial y en hojas senescentes, al modelo lineal, Tabla 10). El contenido
de N en funcién del tiempo se ajusté mejor al modelo cuadratico en todos los
casos (Tabla 10). En N. nitida, la estimacion de bootstrap de la constante de
descomposicién (k) fue ligeramente mayor en hojas verdes que en hojas
senescentes post-abscisién, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (Tabla 11). En cambio, en D. winferi, k fue mayor en hojas
senescentes, y la diferencia fue estadisticamente significativa segtn la prueba

de aleatorizacion realizada (Tabla 11).

Se observaron diferencias en la magnitud de la “reduccién acumulada de
acetileno” (RAA) de cada sustrato (Tabla 12). En el caso del material foliar de N.
nitida, la RAA durante los primeros 365 dias fue mayor en hojas senescentes
post-abscision que en hojas verdes, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa segtin la prueba de aleatorizaciéon (P4.coa = 0,125,
P2.coias = 0,179). En D. winteri se observé el mismo patréon (Pi.com = 0,395, Pa.
colas = 0,808).
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Figura 15

Experimento conjunto de fijacion de N, (reduccién de acetileno) vy
descomposicién in situ de muestras de material lefioso de Nothofagus nitida (1-
5 cm didmetro). Las muestras fueron colocadas en el sitio de estudio del
Parque Nacional Chiloé, dentro de bolsas de malla de 2 mm (tamafio de poro)
el 23 de noviembre de 2000. Grafico superior: dinamica de pérdida de masa.
Los puntos corresponden a promedios de fraccién de masa remanente + DE (n
= 6). Se indica curva de ajuste exponencial negativo. Grafico inferior: dinamica
de tasa de reduccién de acetileno. Los puntos corresponden a promedios + EE

(n=86). Areas sombradas indican estacion de crecimiento.
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Figura 16

Experimento conjunto de fijacion de N, (reduccion de acetileno) y
descomposiciéon in situ de muestras de hojarasca verde y senescente de
Nothofagus nitida. Las muestras fueron colocadas en el sitio de estudio de la
Estacién Bioldgica senda Darwin, Chiloé, dentro de bolsas de malla (2 mm de
tamario de poro) el 28 de enero de 2002. Grafico superior: dinamica de pérdida
de masa. Los puntos corresponden a promedios de fraccion de masa
remanente = EE (n = 6). Se indica curva de ajuste exponencial negativo. Grafico
intermedio: dinamica del contenido de N total del detritus. Puntos corresponden
a promedios + EE (n = 3). Se muestra curvas de ajuste exponencial. Grafico
inferior: dinamica de tasa de reduccién de acetileno. Los puntos corresponden a
promedios + EE (n = 5 - 6), y estan unidos por rectas. Areas sombradas indican
estacién de crecimiento.
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Figura 17

Experimento conjunto de fijacion de N, (reduccién de acetileno) vy
descomposicién in situ de muestras de hojarasca verde y senescente de Drimys
winteri. Las muestras fueron colocadas en el sitio de estudio de la Estacion
Biolégica senda Darwin, Chiloé, dentro de bolsas de malla de 2 mm (tamafio de
poro) el 23 de Abril de 2002. Grafico superior: dinamica de pérdida de masa.
Los puntos corresponden a promedios de fraccidon de masa remanente + EE (n
= 6). Se indica curva de ajuste exponencial negativo. Grafico intermedio:
dinamica del contenido de N total del detritus. Puntos corresponden a
promedios £ EE (n = 3). Se muesira curvas de ajuste exponencial. Grafico
inferior: dindmica de tasa de reduccién de acetileno. Los puntos corresponden a
promedios * EE (n = 5 - 6), y estan unidos por rectas. Areas sombradas indican
estacion de crecimiento.
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Tabla 8.- Resultados de analisis de varianza con medidas repetidas del

experimento de descomposicion y fijacion de N, de hojarasca verde y

senescente de N. nitida y D. winteri. Factor entre sujetos: Tipo, dos niveles =

Senescente vs. Verde; factor dentro de sujetos: Tiempo (fechas de muestreo).

TRA in situ 'y de laboratorio fueron transformadas a logaritmo natural.

Especie Variable Fuente de F P
Dependiente Variacion

N. nifida  Fraccién de Tipo F1, 10 = 4,573 0,0582
Masa Tiempo F(a, 40) = 68,590 < 0,001
Remanente Tipo x Tiempo  F4,40) = 1,728 0,163

TRA Tipo F(1, 6) = 2,603 0,158
in situ Tiempo F(7,42) = 7,501 < 0,001

Tipo x Tiempo  F7,42) = 1,418 0,224

TRA Tipo Fu,9=0,143 0,714
Laboratorio Tiempo F, 27 = 2,695 0,066

TipO xTiempo F(3 27 = 0 150 0,929
Contenido N Tipo Fu,4 = 312,392 < 0,001
Total Tiempo F(3 12) = = 39,498 < 0,001

Tipo x Tiempo  F(3, 12) = 5,250 0,015

D. winteri  Fraccién de Tipo F(1,8 = 0,855 0,382
Masa Tiempo F(, 24y = 20,546 < 0,001
Remanente Tipo x Tiempo  F(3,24) = 7,150 0,001

TRA Tipo Fu, 10 = 3,403 0,095
In situ Tiempo Fs, 50 = 37,126 < 0,001

Tipo x Tiempo F(5 s0) = 0,938 0,464

TRA Tipo Fu,9=2,183 0,174
Laboratorio Tiempo F@, 27 = 14,408 < 0,001

Tipo x Tiempo  F(3,27y = 0,189 0,903
Contenido N Tipo - F(, 4 = 841,050 < 0,001
Total Tiempo F,12= 13,135 < 0,001

TlpO X Tiempo F(3, 12) = 2,903 0,079
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Tabla 9.- Pendientes de la TRA en funciéon del tiempo de descomposicion

(tendencia de la FNS en el tiempo). Estimaciones de bootstrap y error estandar.

Enire paréntesis se indica la probabilidad de una cola de prueba de

aleatorizacion para la significancia de la pendiente. En las tltimas dos columnas

se presentan las probabilidades de una y dos colas de la prueba de

aleatorizacion para comparar las pendientes de hojarasca verde y senescente

de cada especie por separado.

Especie Troncos Hojarasca Probabilidad Prueba
Aleatorizacion
Hojarasca
Ser?escente vs. Verde
Senescente Verde 1-cola 2-colas
N. nitida  0,0101 0,0630 % 0,0606 + 0,3715 0,7240
0,0029 0,0092 0,0089
(P1-cola = (P1-cota = (P1-cola =
0,0075) 0,0010) 0,0005)
D. winteri - 0,3264 0,4259 + 0,7815 0,4265
0,1053 0,1198
(P1-cola = (P1-cola =

0,0095)

0,0035)
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Tabla 11.- Estimacion de bootstrap de las constantes de descomposicién por
modelo de decaimiento exponencial de la masa remanente de hojarasca y
probabilidad de dos colas de prueba de aleatorizacién de las diferencias entre k
(ver seccién 11.10.3). Las estimaciones corresponden a promedios de bootstrap

+ EE e intervalo de confianza del 95% entre paréntesis.

Especie k P
(x 10°d™) 2-colas

Hojas Senescentes Hojas Verdes

N. nitida 1,382 + 0,190 1,430 £ 0,116 0,792
(1,036 - 1,775) (1,199 - 1,657)

D. winteri 1,769 £ 0,326 0,589 £ 0,217 0,016
(1,102 — 2,356) (0,183 —1,027)
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Tabla 12.- Estimacion de la reduccién acumulada de acetileno (RAA) por

método de éarea bajo la curva (poligono) de TRA versus tiempo de

descomposiciéon para cada substrato estudiado. Se indica el periodo total

observado en cada caso, y las RAA correspondientes al periodo total y a 365

dias. Los valores corresponden a estimaciones de bootstrap + EE e intervalo de

confianza del 95% entre paréntesis.

Especie  Substrato Periodo RAA )
(dias) (nmol C.Hs g™)
Periodo Total 365 dias
N. nitida  Residuos 435 1659,6 + 295,7 886,5 £ 128,2
Lefiosos (1158,1 —2282,4) (652,5-1157,2)
Hojarasca 449 5187,0 £ 677,6 3024,4 £ 629,1
Senescente (4001,3 - 6656,1)  (1930,5-4374,9)
Hojarasca 449 3971,8 + 387,1 1998,0 £ 277,5
Verde (3235,4 —4754,5)  (1484,4 - 2570,3)
D. winteri  Hojarasca 365 17669,7 + 3596,0 17669,7 £ 3596,0
Senescente (11146,5 - 25055,9) (11146,5 — 25055,9)
Hojarasca 365 16219,1 £ 4160,0 16219,1 £ 4160,0
Verde (8603,1 —24917,8) (8603,1 —24917,8)
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I.5. Discusion

La intima relacion entre los procesos de fijacidn bioldgica de N; y
descomposicion de la materia organica se vio revelada en los resultados de los
experimentos de descomposicion in situ. Tanto en el material lefioso como en la
hojarasca se observdé un progresivo aumento de la actividad diazotréfica a
medida que transcurrié la descomposicion, siguiendo la fluctuacién estacional.
En el caso del material lefioso, se apoyé parcialmente la hipdtesis propuesta de
que la fijacibn de N, es maxima durante las primeras etapas de la
descomposicion, ya que solo se observé una fraccién muy pequefia del periodo
inicial de descomposicion, no pudiendo asegurar que la actividad de reduccién

de acetileno contintie aumentando en los afios siguientes (Figura 15).

Material foliar

La mayor reduccion acumulada de acetileno observada durante la
descomposicién de hojas senescentes de N. nifida y D. winteri, con respecto a
las hojas verdes (Tabla 12) fue congruente con la hipétesis propuesta de que
los sustratos deficientes en N (con alta C/N) presentan una mayor actividad
diazotréfica durante las primeras etapas de su descomposicién. Sin embargo
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, como tampoco lo
fueron las diferencias entre pendientes de la TRA vs. tiempo de ambos tipos de
substrato (Tablas 9 y 12). Al respecto, cabe sefialar que, a pesar del desfase
temporal de los experimentos de descomposicién de hojarasca de las dos
especies consideradas, la actividad de fijacién de N, fue bastante mayor en D.
winteri que en la de N. nitida, siendo la primera mas pobre en N que la segunda.
Sin embargo, las diferencias de contenido inicial de N fueron mayores enire
hojas verdes y senescentes que entre hojas de especies distintas, al menos
para el caso de hojas senescentes (Tabla 7). De esto se deduce que la
intensidad de la respuesta de la actividad diazotréfica frente a la calidad
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quimica de la hojarasca depende de la especie, y no solamente del contenido

inicial de N.

Por otra parte, la TRA fue bastante variable en el tiempo y espacio, pero
no difirid significativamente entre hojas verdes y senescentes post abscisidn
para ninguna de las especies (Tabla 8). Sin embargo, se observd una
acumulacion sostenida de N en el tiempo en todos los substratos, y no
solamente en aquellos con menor contenido inicial de N. Los resultados de este
experimento fueron menos claros que lo observado por Thompson & Vitousek
(1997) en hojarasca de bosques tropicales de Hawai, en donde Ia fijacién no-

simbidtica de N, fue mayor en substratos pobres en N.

La comparacién entre hojas verdes y senescentes (post abscision) de
una misma especie tuvo la ventaja de anular el efecto de las diferencias en
estructura foliar u otras propiedades biologicas y quimicas que pudieren existir
entre hojas de especies distintas, ayudando a aislar el efecto del contenido
inicial de N del substrato sobre el desempefio de las poblaciones de diazé6trofos
que lo colonizan. Al respecto, cabe destacar que tampoco se observé un claro
efecto del tipo de substrato sobre la pérdida de masa seca en N. nitida y D.
winteri (Tabla 8). En D. winteri se observaron diferencias significativas entre las
constantes de descomposicién de hojas verdes y senescentes, pero no en N.
nitida (Tabla 11). Con éstos resultados se cuestioné la afirmaciéon general de
que el contenido inicial de N es un buen predictor de la tasa de descomposicién
(Chapin et al. 2002). Smith & Bradford (2003) observaron que la
descomposicién de hojarasca de pastos de una misma especie que diferian en
sus contenidos iniciales de N no presenté diferencias significativas. De hecho,
el N organico contenido en el detritus no es una forma inmediatamente
disponible para los microorganismos. Por otra parte, Hobbie (2000) encontrd
que la respuesta de la tasa de descomposicion frente a la disponibilidad de N
depende de la calidad quimica del carbono del detritus, es decir, de su
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contenido de compuestos recalcitrantes como la lignina (a menor contenido de

compuestos recalcitrantes, mayor calidad).

En los ensayos de reduccién de acetileno in situ y laboratorio realizados
con muestras de hojarasca colectadas en verano en el sitio de estudio del
Parque Nacional Chiloé (Capitulo IIl) se determiné una asociacion positiva entre
el contenido total de N y la tasa de fijacion de N,. Sin embargo, la hojarasca
utilizada en estos ensayos corresponde a una mezcla compleja de substratos
que pertenecen a distintas especies y tipos de estructuras y que, ademas,
difieren en su tiempo de permanencia en la detritésfera. La detritdsfera recibe
un continuo aporte de material fresco desde el dosel, por lo tanto en ella existen
muchas “cohortes de hojarasca” (“litter cohorts”, Agren & Bosatta 1996) en
distintas etapas de su descomposicion. Por lo tanto, no es lo mismo comparar el
comportamiento de la actividad diazotréfica en substratos con un mismo tipo de
estructura, misma especie y mismo estado de descomposicién, como en el caso
de hojas verdes y senescentes de N. nitida y D. winteri, que comparar la
actividad diazotréfica en mezclas complejas de substratos, en donde la
superposicion de multiples factores puede afectar el desempefio de los

diazbtrofos (ver Capitulo Ill).

Material lefioso

Con respecto al material lefioso, a pesar de ser un material pobre en N,
en €l se registré una reduccién acumulada mucho menor (Tabla 12), lo cual
indica que existiria otro tipo de control de la fijacién de N, en este substrato,
probablemente relacionado con la disponibilidad de carbono labil y la
accesibilidad para la colonizaciéon por parte de los diazétrofos (Harmon et al.
1986, Hicks et al. 2003). La ausencia de diferencias de TRA entre las distintas
clases de descomposicién de troncos caidos de grueso calibre (Capitulo |,
Figura 11) no es congruente con la hipdtesis de que existen cambios en la

dinamica de la fijacion durante la descomposicién del detritus. Probablemente
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los cambios de actividad diazotréfica son menos evidentes en estos substratos
voluminosos y en general resistentes a la colonizacién microbiana. Este
resultado también se contrapone con los hallazgos de Hicks et al. 2003 en
bosques de la costa pacifica del noroeste de USA, quienes encontraron una
mayor actividad diazotréfica en troncos de estado de descomposicién

intermedio (clase lIl) de descomposicién,

Tiempo de descomposicién

En los experimentos de descomposicion y fijacién de N in situ realizados
en esta tesis se demostré que el tiempo transcurrido desde la deposicion inicial
de los substratos frescos en la detritosfera es otra variable que afecta la tasa de
fijacidn no-simbidtica de N, y que podria explicar parte de la variacion espacial
de este proceso observada en la hojarasca del bosque Nordpatagénico
estudiado (Capitulo I, Apéndice A). Este bosque estd dominado por especies
arbéreas siempreverdes que, a diferencia de lo que ocurre en bosques
deciduos, aportan material vegetal fresco al suelo durante todo el afio
(superposicion de “cohortes de hojarasca”) (Pérez et al. 2003), produciendo una
heterogeneidad espacial de estados o tiempos de descomposicion de los
substratos presentes en la detritésfera y contribuyendo a explicar las diferencias

en la actividad diazotréfica documentadas en esta tesis.




CAPITULO III

REGULACION DE LA FIJACION NO-SIMBIOTICA DE N, EN LA
DETRITOSFERA

Vitousek et al. (2002) propusieron un esquema jerarquico para ordenar
las variables que potencialmente puede afectar la fijacidn bioldgica de nitrégeno
(simbidtica y no simbidtica). Este esquema considera al nivel ecosistémico
como nivel focal, en el cual se encuentran las influencias o controles ecolbgicos,
es decir, aquellos factores cuya variacién a la escala de interés afecta la
actividad diazotréfica. A nivel infra-ecosistémico se encuentran los controles
fisiologicos, celulares y moleculares del proceso. A nivel supra-ecosistémico,
esto es regional o global, estan las variables que restringen o limitan la actividad

diazotrofica, principalmente determinadas por el clima (Grimm & Petrone 1997).

Aplicando este esquema a la fijacién no-simbiética en la detritosfera de
un bosque templado (Figura 18), los controles ecoldgicos corresponden a
caracteristicas fisico-quimicas y biolégitas locales del substrato organico en el
que se desarrollan las poblaciones de diazétrofos, tales como el contenido total
de N y C, variables micro climaticas a nivel de la capa de hojarasca (e.g.
temperatura superficial del suelo, contenido hidrico e iluminacion) y la
composicion biolégica del detritus vegetal, que depende a su vez de la
composicion floristica del bosque (Figura 18). A nivel celular o molecular estan
los factores que afectan la biosintesis y actividad enzimatica, ya mencionados

en la Introduccion General. Entre ellos se destaca la concentracion de NID en el
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medio extracelular o solucién que embebe a la detritésfera (Zuberer 1998)

(Figura 3).

Es este capitulo se investigd el efecto de todas las variables
mencionadas en la Figura 18 como controles ecolégicos y bioquimicos de la
FNS en la detritdsfera del bosque Nordpatagénico mediante experimentos de
laboratorio y un analisis exploratorio de la variabilidad (espacial) conjunta de la

naturaleza quimica y bioldgica del detritus y su actividad diazotrofica.

lll.1. Hipodtesis de trabajo

Hipodtesis 1.

El contenido de NID (NOs; + NH4") en el detritus organico ejerce un efecto
negativo sobre la tasa de fijacién no-simbidtica de N, (control a nivel molecular
y celular) y la adicién de NID en niveles comparables a la deposicién himeda
de N en sitios contaminados produce la inhibicién de la actividad diazotréfica en

la hojarasca.

Hipétesis 2.
Se postula que las siguientes caracteristicas del detritus actian como controles
ecolégicos del proceso de fijacién no-simbidtica de N, en la detritésfera y
explican su variacién espacial en el interior del bosque templado:

a) Temperatura.

b) lluminacién.

¢) Contenido hidrico del detritus.

d) Contenido de N y C total del detritus.

e) Composicion del detritus (especies y tipo de tejido vegetal).
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N,
Atmosférico

Tasa de Fijacién
no-simbidtica
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Figura18

Controles de la fijacion no simbidtica de N, en la detritosfera de bosques
templados, cuyos efectos se estudiaron en esta tesis. Los controles
corresponden a variables que afectan la tasa de fijaciéon de N, a nivel celular
o molecular y a nivel ecolégico. Algunos controles abibticos estan
condicionados o restringidos por variables abiéticas externas cuya dinamica
se da a nivel regional. Diagrama inspirado en la Figura 1 de Vitusek et al.
(2002). *Composicion de la hojarasca: abundancia relativa de material le ioso
y foliar de distintas especies; NID: nitrogeno inorganico disuelto.
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lll.2. Objetivos Especificos

Obijetivo 1
Determinar, mediante experimentos de laboratorio, el efecto de las siguientes
variables sobre la tasa de fijacion no-simbiética de N, en la hojarasca:

f) Contenido de N inorganico disuelto en el detritus organico.

g) Temperatura.

h) lluminacioén.

i) Contenido hidrico del detritus organico.

Obijetivo 2
Describir, mediante analisis multivariados, la variabilidad conjunta de la tasa de

fijacién no-simbidtica de N, en la hojarasca y las siguientes variables del
detritus:

a) Contenido de Ny C total.

b) Composicién del detritus organico (especies y tipo de tejido vegetal)

lll.3. Materiales y métodos

l1.3.1. Efecto de variables abiéticas

Junto con las observaciones in situ de la covariacion temporal de
variables abidticas y la TRA (Capitulo I, seccién 1.3.1), se realizaron una serie
de experimentos manipulativos de laboratorio para determinar el efecto de cada
variable abiotica considerada en esta tesis sobre la actividad de los diazétrofos
de vida libre de la hojarasca (objetivo especifico 1). Todos los experimentos
realizados tuvieron en comun el siguiente protocolo basico: se recolectd

material fresco de los bosques del Parque Nacional Chiloé o de la Estacion
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Biologica “Senda Darwin” (ver Introduccion general) el que fue transportado en
caja térmica y frio dentro de bolsas de plastico herméticas al laboratorio de
Sistématica y Ecologia Vegetal de la Facuitas de Ciencias de la Universidad de
Chile, en donde fueron mantenidas en un refrigerador a 4 °C hasta su
utilizacion. Todo el material fue depositado dentro de una caja plastica
previamente limpiada con alcohol metilico y se mezclé manualmente utilizando
guantes de goma para producir la maxima homogenizacion posible. Se colocé
un volumen aproximadamente constante de hojarasca, equivalente a un rango
de 11 a 26 g secos, dentro de los frascos de incubacion para realizar los
ensayos de reduccién de acetileno. Los frascos fueron preincubados por una
hora a 20 °C y después se aplicé el correspondiente tratamiento experimental
antes de la inyeccion de acetileno. La incubacién fue realizada en una camara
termo regulada provista de iluminacion interna (tubos fluorescentes) y se
fomaron muestras de gas de cada frasco al inicio y al final del periodo total de
incubacién (48 h). Todas las incubaciones se realizaron en oscuridad, salvo el

experimento del efecto de la iluminacion.

En forma complementaria a estos experimentos se analiz la variacion
espacial conjunta de la TRA y las variables abitticas en el ensayo in situ de
Enero 2001.

Nitrégeno inorganico disuelto

Se simularon eventos de deposicion himeda de nitrato y amonio sobre la
hojarasca, con niveles similares o mayores que los registrados en bosques
templados del Hemisferio Norte sometidos al impacto de la contaminacién
industrial (ver Introduccion general). Las muestras de hojarasca fueron
colocadas dentro de los frascos de incubacion y se rociaron con 20 mi de
solucién de NHsNO; (Merk®) de concentracion variable (ver mas abajo), y
utilizando agua desionizada como control. Se utilizé este compuesto debido a

que sélo contiene N inorganico, con lo que se evita la adiciéon de otro nutriente
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que pueda confundir el efecto del NID (Eviner et al. 2000). La solucién fue
aplicada con una pipeta de vidrio en forma homogénea sobre la muestra,
simulando un evento de precipitacién. El volumen agregado es equivalente a un
evento discreto de lluvia de 0,5 mm en el campo (0,5 | m™?), considerando la
masa promedio de muestra dentro del frasco y su abundancia natural por
unidad de superficie (0,45 Kg m?; Capitulo I, Tabla 5). Esta cantidad fue
suficiente para producir una evidente humectacién de la hojarasca, y lo
suficientemente pequefia para evitar la acumulacién de liquido en la base de los

frascos.

Se realizaron dos experimentos independientes de adicién de NID en
Noviembre del 2001. En el primer experimento (Experimento A), se aplicd un
solo nivel de concentracion de NH4sNO; de 0,1 mM a un grupo de 15 muestras.
Otro grupo de 15 muestras sirvi6 como control (adicién de agua desionizada, 0
mM). El nivel de concentracién de NID aplicado es muy superior al observado
en el agua de neblina del sitio de estudio (0,001 mM; Weathers et al. 2000), y
correspondié proporcionalmente a una deposicion atmosférica de NID de 0,2 Kg
N ha™. Este evento de deposicién de NID es muy superior al experimentado por
los bosques del Parque Nacional Chiloé, ya que estos reciben ca. 0,8 Kg N ha™
durante un afio (Hedin et al. datos no publicados, Introduccién general). En el
segundo experimento (Experimento B), se aplicaron cinco niveles crecientes de
concentracion, incluyendo el control, a grupos de 8 muestras: 0, 1, 10, 100 y
1000 mM (progresion logaritmica). Después de aplicar los tratamientos, las
muestras se sometieron al ensayo de reduccién de acetileno a 20 °C para
determinar la actividad de reduccion de acetileno (seccién 11.2). Los frascos
correspondientes los distintos tratamientos fueron mezclados y distribuidos al
azar dentro de la cdmara de incubacion. Al final de la incubacién, (48 h) se midi6
la masa fresca de las muestras, estas fﬁeron secadas en estufa a 70°C por 72
horas y se determind su masa seca y contenido hidrico. En un subconjunto

escogido al azar de cuatro muestras por cada nivel de adicién de NID del
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experimento B se determind su contenido de nitrato (NH4") y amonio (NOj3)
disponible, descrito a continuacion. También se calculd la cantidad de NID

agregada por unidad de masa seca a las muestras de cada tratamiento.

Determinacion de NID en la hojarasca

Se siguié el siguiente protocolo: de cada muestra se tomd una
submuestra de 10 g de peso fresco que fue colocada en un frasco de plastico. A
continuacion se agregé 80 ml de solucién extractante de KAI(SOy); al 1% (razén
de mezcla 1:8 masa : volumen) y se agité por 20 min, para extraer todo el NO3~
y NH." de intercambio (NID). La suspension liquida resultante fue filirada con
papel filro (N° 40, Whatman®) y almacenada a 4 °C hasta ser sometida al
procedimiento de destilacion fraccionada de Kjeldahl (Black et al. 1965, Pérez et
al. 1998). El contenido de NID de la hojarasca fue expresado como miligramos
de N (como NO3" y NH,") por gramo seco de hojarasca, o por mililitro de agua
contenida en la hojarasca (la cantidad de agua contenida en la muestra de

hojarasca fue estimada gravimétricamente).

Temperatura

Se realizaron ensayos sucesivos de reduccién de acetileno bajo cinco
niveles de temperatura, abarcando un rango de 7,0 a 31,5 °C. Las incubaciones
fueron realizadas en una misma camara de incubacién y en oscuridad durante
Octubre del 2002. Para cada temperatura se incub6 un grupo de 10 muestras,
excepto para 31,5 °C en donde se utilizaron 7 muestras.

lluminacién
Se compar6 la TRA de 10 muestras incubadas en frascos envueltos en
papel de aluminio (tratamiento de oscuridad) con la de 10 muestras en frascos

sin envolver (tratamiento de exposicién a la luz). La incubacién se realizd en



Octubre del 2002 dentro de una camara a temperatura constante de 20 °C

fluminada con tubos fluorescentes (> 2000 Lux de iluminacién).

Contenido hidrico

Se realizaron dos experimentos en el laboratorio independientes para
determinar el efecto de la adicion de un volumen variable de agua desionizada
(hidratacién) a muestras de hojarasca, previamente secada al aire, sobre la tasa
de fijacién no-simbidtica de N.. En el primer experimento (Experimento A),
realizado en Noviembre del 2002, el secado fue realizado en el laboratorio
durante una semana, se colocaron las muestras dentro de los frascos de
incubacion y se aplicaron tres niveles de adicién de agua y un control sin
humedecer: 0 (control), 5, 10 y 15 ml. En el segundo experimento (Experimento
B), realizado en Diciembre del 2002, se utiliz6 hojarasca fresca colectada
después de un periodo prolongado de sequia (ca. 20 dias sin lluvia) en el
bosque de la Estacion Bioldgica “Senda Darwin” (secado in situ), y se aplicaron
tres niveles de adicién de agua y un control sin humedecer: 0 (control), 5, 10 y
20 ml. La adicién de agua fue realizada con una pipeta de vidrio en forma
homogénea sobre la muestra, y cada volumen de adicién fue aplicado a un
grupo de cinco muestras (frascos). Al final de los experimentos las muestras
fueron secadas en estufa a 70°C por 72 h para determinar su masa seca y

contenido hidrico (gravimetria).

lI1.3.2. Efecto de variables del detritus

Se investig6 la influencia de la naturaleza quimica y biolégica del detritus
vegetal sobre la fijacién no-simbittica de N, (estimada por la TRA) de acuerdo
con el objetivo especifico 2, mediante el analisis de la variabilidad (espacial)
conjunta de estas variables en el ensayo in situ de Enero 2001 y de laboratorio
de Febrero 2002.
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Composiciéon quimica (C y N) de la hojarasca

Las muestras secas de hojarasca se frituraron con un molino manual y
después el material triturado fue pulverizado con un molino eléctrico.
Finalmente, una submuestra de 8 a 13 mg fue analizada por el método de
combustién instantanea en un analizador automatico de elementos Carlo Erba
(NA 2500), en cual entrega los datos en porcentaje de cada elemento con

respecto a la masa seca (o bien, g C 6 N 100 g™).

Debido a que la hojarasca es un material muy heterogéneo (mucho mas
que el suelo subyacente), el proceso de triturado y posterior pulverizado de las
muestras maximizé6 la homogenizacion de las mismas, aumentando Ia
probabilidad de que la submuestra analizada fuera representativa de toda la
muestra original. En el caso del ensayo in situ de Febrero 2002, las muestras
fueron separadas en sus componentes (ver seccion 11.8.3). Para el analisis
quimico, todos los componentes se volvieron a juntar para la trituracién y
pulverizado, de tal maneta que los valores resultantes de contenido de C y N
fueran representativos de toda la muestra de hojarasca y no de sus

componentes por separado.

Composicion bioldgica de la hojarasca

Se determin la composicién de las muestras de hojarasca del ensayo de
laboratorio realizado en Febrero 2002. Estas muestras fueron colectadas al azar
en la grilla experimental del sitio del Parque Nacional Chiloé (ver Capitulo I,
seccion 1.3.1). Las muestras secas fueron inspeccionadas visualmente,
separando manualmente todas las estructuras (componentes Dbioldgicos)
reconocibles: material foliar de las distintas especies, material lefioso fino
(diametro < 1 cm), y material fragmentado e indeterminado (también se incluy6
en este dltimo las semillas, musgos, hepaticas, helechos y restos animales).
Las muestras separadas fueron vueltas a secar en estufa a 70 °C por 72 h y se

determind la masa seca de cada componente. La composicién de la hojarasca
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fue caracterizada como el promedio de la abundancia relativa de cada

componente con respecto a la masa total.

ll1.3.3. Analisis estadistico

Variables abiéticas

En todos los experimentos se considerd a la tasa de reduccion de
acetileno transformada a logaritmo natural [In(1+TRA)] como variable
dependiente. Se utilizo esta transformacién para cumplir con el supuesto

parametrico de distribucion normal.

NID

Los resultados de los experimentos A y B fueron analizados a través de
analisis de varianza de una via, considerando a los niveles de adicién de NID
como Unico factor. Se aplicd la prueba a posteriori de Tukey para determinar las
diferencias entre tratamientos cuando hubo efecto significativo de la adiccion de
NID. Estos analisis fueron realizados en el programa STATISTICA (versién 5.5,
StatSoft, Inc. 2000). La relacion entre el contenido de NID de Ia hojarasca y
TRA fue sometida a andlisis de regresidn utilizando un modelo lineal y

exponencial usando el programa SigmaPlot.

Temperatura e iluminacién

Los datos de las incubaciones a distintas temperaturas se analizaron
mediante andlisis de varianza de una via con el nivel de temperatura como
tnico factor y prueba a posteriori de Tukey (programa STATISTICA). Ademas
se realiz6 un andlisis de regresién no lineal de Ia relacion entre TRA y
Temperatura, utilizando los modelos Cuadratico y Gaussiano (programa

SigmaPlot). Se realizaron estimaciones de bootstrap de los respectivos
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parametros, siguiendo el mismo procedimiento explicado en el Capitulo |

(seccion 1.3.2, ajuste sinusoidal de TRA in situ vs. tiempo).

El experimento de iluminacién se analizé utilizando la prueba de t para la

comparacion entre tratamientos (luz y oscuridad).

Contenido Hidrico

Se aplicé un analisis de varianza de una via para comparar las TRA de
los distintos niveles de adicion de agua de cada experimento (A y B). Ademas,
se realizd un analisis de regresion lineal sobre los datos de TRA en funcién del

contenido hidrico efectivo de las muestras de cada experimento.

Analisis de la variabilidad conjunta de variables abiéticas y quimicas

De acuerdo con el Objetivo Especifico 2 se realizd un analisis de
regresion multiple considerando la TRA como variable independiente y la
iluminacién incidente, la temperatura superficial del suelo, el contenido hidrico y
el contenido total de N y C como variables independientes. Se utilizaron los
datos de los ensayos de Enero del 2001 (in sifu) y Febrero del 2002
(laboratorio; en este analisis no se incluyé temperatura ni iluminacién). En
ambos ensayos, la unidad de muestreo fue una muestra de hojarasca colectada
en un punto de la grilla experimental del Parque Nacional Chiloé (Capitulo ).

Todas las variables fueron estandarizadas.

En forma complementaria, se utilizé la prueba de Mantel (Manly 1997)
para evaluar la asociacion estadistica (correlacion) entre la matriz de diferencias
de TRA entre muestras (T) y la matrices de diferencias de iluminacion (L),
contenido hidrico (CH), y contenido total de N (N) entre muestras. Estas
matrices fueron calculadas utilizando ecuaciones analogas a la Ecuacion 3
(Capitulo 1, seccién 1.3.2). Se calcul6 la probabilidad de una y dos colas de la
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prueba. Este procedimiento fue realizado con el programa PopTools (Hood
2000).

Composicion biolégica

La variabilidad de la composicién de la hojarasca fue resumida a través
de un analisis de componentes principales (ACP), basado en la matriz de
correlacién de las abundancias relativas de los componentes de las muestras
de hojarasca del ensayo de laboratorio de Febrero 2002. La significancia
estadistica de la proporcion de varianza explicada y de los coeficientes
(loadings) de las variables originales (abundancias relativas de componentes)
correspondientes a los dos primeros componentes, fue evaluada mediante un
procedimiento de aleatorizacion propuesto por McGarigal et al. (2000). Segtin
este método, los datos de abundancia relativa de cada componente se
reasignaron estocasticamente 2000 veces, y los valores observados fueron
comparados con la distribuciéon de pseudovalores resultante, determinando la
significancia estadistica con un nivel del 5% (prueba bilateral).

Posteriormente se utilizaron los dos primeros componentes principales
como estimadores integrados de la composicion del detritus, y se realizé un
analisis de regresion mudiltiple considerando a los valores (scores) de ambos
componentes como variables independientes y la tasa de reduccién de
acetileno de laboratorio (20 °C) como variable dependiente. Ademas, se calculé
el coeficiente de correlacion de Spearman entre la TRA y el segundo
componente, determinando su significancia estadistica mediante una prueba de
aleatorizacién (remuestreo sin reposicién de datos de TRA, recélculo de r y
estimacion de la probabilidad bilateral, utilizando programa PopTools).

La asociacion entre la composicion y la fijacién de N, de la hojarasca
también se evalué mediante la prueba de Mantel. Para ello se calculd la matriz
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de distancias Euclideanas de composicién entre muestras, D, utilizando la

siguiente expresion (Manly 1994):

Ecuacion 6

donde dj es la distancia Euclideana entre la muestra i y la muestra J» Cik Y Cj son
las abundancias relativas correspondientes al componente k de la hojarasca en
la muestra i y en la muestra j, respectivamente, Yy p es el nimero total de
componentes reconocidos en la hojarasca. d; es una medida de cuan distintas
son dos muestras de hojarasca con respecto a su composicién bioldgica. Con la
prueba de Mantel se evalué la asociacion entre D y la matriz de diferencias de
tasas de reduccion de acetileno entre muestras, T (Ecuacion 3, Capitulo |).

Relaci6n entre composicién biolégica y variables del detritus

De acuerdo con el Objetivo Especifico 2, se realizaron dos andlisis
multivariados para evaluar el efecto integrado de la composicion bioldgica de la
hojarasca sobre el conjunto de variables del detritus consideradas en el ensayo
de laboratorio de Febrero 2002: tasa de reduccién de acetileno, contenido total
de C y N, relacién C:N y contenido hidrico. Primero se aplicé un andlisis de
componentes principales (ACP) sobre las variables mencionadas
(estandarizadas), y se estimé el coeficiente de correlacion de Pearson entre la
abundancia relativa de los componentes mas abundantes de Ia hojarasca y los
dos primeros ejes de ordenacidn. La significancia de los coeficientes y
varianzas explicadas de los dos primeros ejes de ordenacion fueron evaluadas
mediante aleatorizacion de variables (reasignacién estocastica de variables en
las muestras), segun lo sugerido por McGarigal et al. (2000). La significancia de
las correlaciones entre ejes y componentes de la hojarasca fue evaluada por
prueba de aleatorizacion (reasignacion estocastica de valores de gjes en

muestras).
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El segundo procedimiento realizado fue un Anélisis de Redundancia
(AR) (Ter Braak 1994, Ter Braak & Prentice 1988, Ter Braak & Looman 1994).
Este andlisis combina la regresion mudiltiple y la ordenacién de componentes
principales (Ter Braak & Looman 1994), y produce un diagrama que resume
graficamente las relaciones entre un conjunto de variables independientes o
predictoras y otro conjunto de variables dependientes o respuesta (Ter Braak
1994). Los ejes de ordenacién son una combinacion lineal de las variables
independientes. El modelo subyacente supone una relacién lineal entre cada
variable dependiente y cada variable independiente. La significancia de los
valores propios (varianzas) asociados a cada eje se evaltia por medio de una
prueba de permutacion de Monte Carlo (ver Verdonschot & Ter Braak 1994). El
AR es muy similar al andlisis de correspondencia canonica (Ter Braak 1994),
sin embargo se ha sugerido que este tltimo es mas apropiado en estudios en
que el rango abarcado por las variables independientes es amplio. En el caso
del presente estudio, los datos provienen de puntos de colecta en un mismo
bosque templado, por lo cual el rango de variacion de las abundancias relativas
de estructuras de la hojarasca no fue muy amplio, caso en el que se
recomienda el uso del AR (Ter Braak & Prentice 1988). Tradicionalmente este
tipo de analisis han sido utilizados en estudios de Ecologia de Comunidades en
donde se busca relacionar las abundancias de las especies presentes en un
conjunto de sitios con variables ambientales abiéticas locales. En este caso, la
intencién fue investigar la influencia de la composicion bioldgica del detritus, es
decir, las abundancias relativas de cada uno de los componentes de la
hojarasca (variables independientes) sobre las variables quimicas (contenido de
C, N y relacién C/N), contenido hidrico y actividad diazotréfica (TRA) del mismo
(variables dependientes). Todas las variables fueron estandarizadas y se utilizd
el software CANOCO para Windows (versién 4.02, Centre for Biometry
Wageningen). La salida del anélisis es un diagrama de ordenacién llamado
‘triplot” en el cual las muestras se indican como puntos, y las variables
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dependientes e independientes, como flechas o vectores desde el origen
(interseccion de ejes). Los vectores apuntan en la direccion y de maxima
variacion y su magnitud es proporcional a la tasa méxima de variacién de las
respectivas variables en el espacio de ordenacién (Ter Braak & Prentice 1988).
Las variables (dependientes o independientes) cuyos vectores apuntan en
direcciones similares presentan una alta correlacién positiva entre ellas; si los
vectores forman un angulo cercano a los 90°, la correlacién es cercana a cero:
los vectores que apuntan en sentidos opuestos presentan correlacion negativa
(Ter Braak & Prentice 1988).

Finalmente, como complemento a los analisis multivariados mencionados
mas arriba, se aplicd una prueba parcial de Mantel (Fortin & Gurevitch 1993)
para evaluar la asociacion entre la matriz T (diferencias de TRA) y la matriz N (
diferencias de contenido de N), corrigiendo por, o estableciendo constante la
influencia de la matriz D (diferencias en composicion de la hojarasca). También

se evalud la asociacion entre T y D, corrigiendo por el efecto de N.

liL.4. Resultados

ll1.4.1. Nitrégeno inorganico disuelto

Los experimentos de laboratorio indicaron que la adicién de NID a la
hojarasca afect6 la tasa de fijacién no-simbiética de N2 en la misma (Figura 19),
sin embargo dicho efecto sélo fue observado en el segundo experimento. En el
primer experimento no se encontraron diferencias significativas de TRA entre
tratamientos (anélisis de varianza de una via, F(127) = 0,825, P = 0,372; Figura
19 A). En el segundo experimento solo a partir del tercer nivel de adicién de NID
(10 mM NH4NO,) se verifico un efecto significativo de la adicion de NID sobre la
TRA (andlisis de varianza de una via, F.25) = 178,856, P < 0,001; Figura 19 B).
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Se observé una relacion negativa entre TRA y el contenido de NID en ia
hojarasca de los tres primeros niveles de adicidn del experimento B (Figura 20).
El modelo exponencial negativo presento el mayor ajuste a los datos,
comparado con el modelo lineal (R* = 0,547, mod. exponencial vs. R? = 0,538,
mod. lineal). En analisis de regresién exponencial negativa resultd significativo
(F1,100= 12,071, P < 0,05).

ll.4.2. Temperatura e iluminacién

-

Se encontrd un efecto significativo de la temperatura de incubacién sobre
la tasa de reduccion de acetileno de hojarasca en laboratorio (ANOVA una via,
Fuaa2 = 303,648, P < 0,001), y el tratamiento de 21 °C produjo la maxima
actividad de reduccion de acetileno. Las temperaturas extremas (7 y 31,5 °C)

presentaron los niveles mas bajos de TRA (Figura 21).

El modelo Gaussiano resulté ser el con mejor ajuste de la relacién entre
TRA y temperatura (Figura 21, Tabla 13). El parametro “c” del modelo
Gaussiano corresponde a la temperatura Optima de la FNS que fue estimada en

20 °C (Tabla 13).

No se encontr6 un efecto significativo de Ia iluminacién sobre la tasa de

reduccién de acetileno en el laboratorio (pruebat, t = 0,031, P = 0,976).




102

I11.4.3. Contenido hidrico

Los dos experimentos de adicién de agua, con hojarasca secada in situ y
en el laboratorio, cubrieron distintos rangos de contenido hidrico (Figura 22).
Solo en el segundo experimento (B) se encontré un efecto significativo de la
adicion de agua desionizada sobre la TRA (andlisis de varianza F 3 1¢) = 3,965,
P = 0,027), y se observo una tendencia positiva significativa de la TRA en
funcién del contenido hidrico efectivo de las muestras, en el rango de 0,7 a 2,0
g H,0 g (Figura 22 B). En cambio, en el primer experimento (A) no se verifico
un efecto significativo de la adicion de agua (analisis de varianza de una via,
F@16) = 0,842, P = 0,490), ni una tendencia significativa de TRA en funcién del
contenido hidrico, en el rango de 1,8 a 3,0 g H,0 g*, (Figura 22 A).




Tasa de Reduccion de Acetileno

103

Equivalente en Kg N ha™

0.0 0.2 0,0 1.5 15,2 152,4 15624,5
A B

150 - A @ e e e,
T

100 - [

o A N |

(nmol C,H, g' d)

£ c d
0 o rmreen e s ] e e —_—
0 0.1 0 1 10 100 1000

Tratamiento de Adicion de NID (NO,NH, mM)

Figura19

Ay B. Experimentos de adicion de NID (como nitrato de amonio). El eje
horizontal representa los niveles de adicion de NO;NH,, y su equivalente
en Kg N ha-1 (parte superior). El eje vertical, la tasa de reduccion de
acetileno (TRA). Las cajas representan el intervalo del 50% de Ia
distribucion, y las barras de error, el intervalo del 90%. La linea continua
dentro de las cajas representa la mediana, y la linea punteada, la media.
Las letras indican diferencias entre tratamientos, segin prueba a
posteriori de Tukey y analisis de varianza de una via del In(1+TRA) como
variable dependiente (A: F(1,27) = 0,825, P = 0,372; B: F(4'35) = 178,856, P
<0,001). Se observa un cambio significativo de la tasa de FNS a partir de
la adicion de 20 mi de NO,NH, 10 mM.
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Figura 20

Relacién entre el contenido de NID y TRA en la hojarasca, con datos de los
tres primeros niveles de adicién de NID (0, 1 y 10 mM NO;NH,) del
experimento B. NID expresado como masa de N en nitrato y amonio por
unidad de volumen de agua presente en la hojarasca. Se observa una
relacion negativa descrita por decaimiento exponencial. Se indican la
ecuacion y los estadisiticos del analisis de regresién correspondiente.
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Figura 21

Experimento de laboratorio para determinar el efecto de la temperatura sobre la
FNS. Las muestras de hojarasca fueron colocadas dentro de frascos de vidrio
segun la metodologia estandar del ensayo de reduccién de acetileno, e
incubadas dentro de una camara termorregulada. Se realizaron 5 incubaciones
sucesivas en una misma camara fijando distintas temperaturas en oscuridad.
Los puntos corresponden a promedios + DE (n = 10, excepto tratamiento de
31.5 °C con n = 7). En el gréfico se indica con letras las differencias entre
tratamientos (ANOVA, F4 45 = 178,180, P < 0,001). Se aplicé un modelo de

regresion Gaussiano, obteniendo un alto nivel de ajuste (R2
Estimaciones de bootstrap de parametros se presentan en Tabla 5.

0,94).
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Contenido Hidrico
(@ H,0 g™

Figura 22

A y B. Experimentos de laboratorio para determinar el efecto del contenido
hidrico sobre la FNS. Se agreg6 un volumen variable de agua desionizada a
grupos de 5 muestras de hojarasca fresca, estimando luego su tasa de
reduccién de acetileno a 20°C. El grupo control consistié en hojarasca sin
humedecer (0 mi) previamente secada al aire. En A, la hojarasca fue secada en
el laboratorio dentro de una caja de plastico sin tapar durante una semana antes
delensayo. En B, se utilizd hojarasca colectada luego de un periodo prolongado
de sequia en el sitio de estudio. En B se detectd una tendencia significativa de
TRA en funcién del contenido hidrico de las muestras. Las lefras junto a la
leyenda en B indican diferencias significativas entre grupos (ANOVA, A: Faie) =
0,842, P = 0,490; B: F 5 45, = 3,965 P = 0,027).
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1l.4.4. Variabilidad conjunta de variables abiéticas y quimicas

El andlisis de la variabilidad espacial conjunta in situ de la TRA,
temperatura, luminosidad, contenido hidrico, contenido de N y C de Enero 2001
(Tabla 14) solamente mostré un efecto positivo significativo del contenido total
de N sobre TRA (Tabla 14), sin embargo el modelo global de regresién muitiple
resultdé no significativo (P = 0,07, Tabla 14). En el ensayo de laboratorio de
Febrero del 2002 no se observé un efecto significativo del contenido de N, sin
embargo el modelo global resulté significativo (Tabla 13). El modelo de
regresion muiltiple dio cuenta de un 12 % de la varianza in situ y de un 16% de
la varianza de TRA en condiciones de laboratorio (valores de R? en Tabla 13).
Se observé una alta correlacién negativa entre el contenido total de N y Ia
relacion C/N de las muestras de hojarasca de los ensayos de Enero del 2001 y
Febrero del 2002 (r (Pearson) = -0,952 y =0,932, respectivamente). Por esta
razon, esta ultima variable fue descartada de los andlisis realizados en esta
seccion. Ni la temperatura ni la iluminacién ni el contenido hidrico influenciaron
significativamente la variaciéon de la TRA segln el modelo lineal de regresion

multiple.

No se encontré una asociacién significativa entre la matriz de diferencias
de TRA y la matriz de diferencias de iluminacién entre puntos (prueba de Mantel
T vs. L, Tabla 14). De igual forma, la asociacién entre T y la matriz de
diferencias de contenido hidrico (CH) de los datos de Enero 2001 tampoco fue
significativa (Tabla 14). En cambio, la asociacién estadistica entre T y la matriz
de diferencias de contenido total de N entre muestras fue significativa en el
ensayo in situ de Enero del 2001 (prueba de Mantel, Enero 2001, T vs. N, Tabla
14), pero no significativa en el ensayo de laboratorio de Febrero del 2002
(prueba de Mantel, Febrero 2002, T vs. N, Tabla 14).
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Tabla 14.- Andlisis de Regresion miltiple de los datos estandarizados
correspondientes a los ensayos de Enero 2001 (in situ) y Febrero 2002
(laboratorio). Se indican los coeficientes de regresion parcial estandarizados,
sus respectivas probabilidades (prueba t) entre paréntesis y los estadisticos de

la regresion.

Variable/Estadistico Enero 2001 Febrero 2002

(in situ) (Laboratorio)

Nitrégeno Total (% masa) 0,3556 0,1518
(0,0200) (0,3093)
Carbono Total (% masa) 0,0186 0,1963
(0,8969) (0,1642)
Contenido Hidrico 0,0516 0,2480
(g H20 g seco™) (0,7407) (0,1056)
Temperatura (°C) 0,0106 -
(0,9368)
lluminacién (Lux) -0,1289 -
(0,3433)
n 54 51
R? 0,1570 0,1232
F 2,2816 3,3726
P 0,0738 0,0426
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Tabla 15.- Coeficientes de correlacion de Mantel entre matrices de distancia o
diferencia de tasa de reduccion de acetileno (T), composicién bioldgica (D),
contenido total de nitrégeno (N), contenido hidrico (CH) e iluminacion (L) entre
muestras de hojarasca y/o puntos de incubacién. Se indican las probabilidades
de 1 y 2 colas para la prueba de aleatorizaciéon de Mantel de 5000

permutaciones.
Ensayo Matrices de Distancia Probabilidad
A B ras 1 cola 2 colas
Enero 2001
(in situ) T L -0,0734 0,1612 0,8390
T CH 0,0703 0,1448 0,1448
T N 0,2151 0,0052 0,0052
Febrero 2002
(Laboratorio) T N 0,0116 0,3883 0,3883
T D 0,0633 0,2330 0,2330

N D 0,5610  0,0002 0,0002
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I11.4.5. Composicién biolégica

La hojarasca del sitio de estudio estuvo constituida mayoritariamente por
material lefioso fino (46% de la biomasa, Tabla 1 5), Yy en segundo lugar por el
material foliar (33% de la biomasa). En este dltimo, las mayores abundancias
relativas correspondieron a la hojarasca de las especies dominantes del bosque
estudiado. El material fragmentado e indeterminado constituyd, en promedio, el

21% de la biomasa de hojarasca (Tabla 15).

Los dos primeros ejes de ordenacién del analisis de componentes
principales de los datos de abundancia relativa de los componentes de la
hojarasca explicaron el 38,5% de la varianza (Figura 23, Tabla 15). La variable
original con mayor contribucién (loading) significativa en el primer componente
fue la abundancia relativa de material lefioso. En el segundo componente, la
proporcion de hojarasca de especies de Mirtaceas tuvo la mayor contribucion,
pero no fue significativa (P = 0,0730, Tabla 15). Solo se observé un efecto
significativo del segundo componente principal sobre TRA (anlisis de regresion
multiple F150 = 3,136, P = 0,059; t = 2,475, P = 0,01), observandose una

asociacion significativa entre ambas variables (Figura 24).

La asociacién entre la matriz de distancias Euclideanas composicionales
y la matriz de diferencias de TRA entre muestras de hojarasca no fue

significativa (prueba de Mantel T vs. D, Tabla 14).




(5520'0) 90'91L
Ll

(0500'0) 8¥'zz
I¥'e

65°CL T ¥1'69F

epeosljdxe ezueuep 9,
oldoid Jojep

[ejoL

(G162'0) €9L'0-  (06¥1'0) 009'0 6'6F 202 16°C F06'€0l  opeulwus)epul @ opejuswbely [eusyey
(oc18'0) €2L'0-  (S000'0) 556'0- L'6L F ¥'Op 6E'8 T 61'8¢€C 0sous) [eliajey
(068%'0) €52'0-  (SE¥6'0) 220'0 L'0F0'0 10'0 ¥50'0 ds ejujjesuo
(0,98°0) 820'0  (5¥69'0) 291'0- Z0FL'0 800 F ¥¥'0 eojuejebew eisojilf
(0681'0) 26¥'0  (0+26'0) 9¥0'0- 9'L¥6'0 92'0 F /8'L esou|ds eaulejuojsaq
(0€12'0) 805'0-  (5262°0) 22%'0 G'1LFLL L2'0F 16'E xeuedopnesdysisdojjaine
(0££0'0) 9¥9'0  (5/€€'0) ZSt'0 C'CF6'L LG'0F 16'L aeaoeUIN
(0086°0) €100~ (5291'0) 9850 L'eF e 62’0 FG6'L seaosediedcopo
(068€'0) 0980 (S128'0) 2200 6'GFG'e ¥8'0 ¥ 6E£'CL 'ds-ganbsnyo
(0evz'0) 0670  (00¥E'0) PP#'0 9'6 ¥ +'0L 0€'L F Z¥'6E usjuim sAwinqg
(0€21'0) 209'0-  (009€'0) 6EY'0 €8F L'elL 6¥'L ¥ 90'€S epipiu snbejoyjon
Jeljo4 _m_._myms_
ZdD 1 dD (%) uoiosodoid  (,.wi B) eseworg
dov mo“—:m_o_umou A F o_vm_.:o»n_ m_ownmm\_m_._wums_ ap OQ_._.

‘€°€°1ll Uoldoss k| us ejIosap

(letolefq) 4oV |ep soneweled ap BOlisipelse ejoueoyiubls op eqenid ep pepljiqeqoid ueoipu sisejusied anue
Salojen so7 ‘epeoljdxe ezueuen ap ugroiodoid A soidosd salojen soaoadsal sns uod “(gdD A Ld9) sejusuodwiod

sosewud sop so| us s|qelen epeo sp uolonqiyuod o (sbuipeol) sejusloye0d SO| UBdIpUl BS "ZOOZ oleiga
US 901IyD [euoioeN enbied |ap onis |ap [eyuswusdxs ejub e Sp oljusp leze [e sepejos|od eoselefoy ap selsonu
2S5 9p (doV) ssjedpuud ssyusuodwos 8p sisileue A (ugioiodoid A esewolq) oipawoid uoioisodwio) -'9} ejqer

cll




113

G et e ® ........................................
. .
) _. ............................... I
o : )
a . o ¢
& . ¢ °
% 0 jeene @ L @ .. L ;
@ ° ° o* 'Y
£ S, * o ¢
(@] : ®
O b :
: ®
B TS OSSOSO OO RSSO bSO S
.
.
“h e e . .....................................................................
] T ; T ]
-4 -2 0 2 4

Componente Principal 1

Figura 23

Ordenacién de muestras de los dos primeros componentes principales de la
abundancia relativa de los componentes de la hojarasca (detritus foliar por
especie y material lefioso, Tabla 15).




Tasa Reduccion Acetileno
(nmol C,H, g d™)

114

120 1 rSpearman = 0’375
P, e = 0,002 ¢

2-colas

100 4 e

o]
o
)

[9)]
o
1
®

40 -|
®
20 4
... !. hd .
® L *
0 - o *
T 1 ] 1 1
-4 -2 0 2 4

Componente Principal 2

Figura 24

Relacién entre la tasa de reduccién de acetileno y el segundo
componente principal de la composicién biolégica de la hojarasca. Se
muestra el valor del coeficiente de correlacion de Spearman (r) y la
probabilidad bilateral estimada por prueba de aleatorizacion. El segundo
componente principal estd dominado por la abundancia relativa de
hojarasca de especies de la familia Mirtaceae (Tabla 15).
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l11.4.6. Relacién entre composicion bioldgica y variables del detritus

ACP de variables quimicas, contenido hidrico Yy TRA de hojarasca

Los dos primeros componentes principales de las variables quimicas,
contenido hidrico y TRA de la hojarasca explicaron, respectivamente, un 47% y
22% de la varianza observada en dichas variables (Tabla 16). EI primer eje
estuvo dominado por el contenido de N y la relacién C/N, mientras que el
segundo estuvo dominado por el contenido de C y TRA (aunque el coeficiente
del (loading) de esta Gltima variable no fue significativo, P = 0,179, Tabla 16). El
primer componente se correlacioné negativamente con la abundancia relativa
de material lefioso y positivamente con el material fragmentado e
indeterminado, la hojarasca de Chusquea sp. y de Mirtaceas (Tabla 16). El
segundo componente se correlaciond negativamente con la abundancia relativa
de hojarasca de D. winteri y débilmente con el material fragmentado e
indeterminado (Tabla 16).

Anadlisis de redundancia

Los resultados del andlisis de redundancia se muestran en la Figura 25y
en la Tabla 17. El analisis di6 cuenta de un 52,3% de la varianza de las
variables dependientes (contenido de N, C, relacién C/N, contenido hidrico y
TRA). Los dos primeros ejes abarcaron un 86,6% de Ila variacién ajustada de
las variables dependientes. Todos los valores propios (varianzas) fueron
significativos segun la prueba de permutacion de Monte Carlo (F = 4,504, P =
0,0010; Tabla 11). Centrando el analisis en la variable dependiente TRA, se
observé una fuerte correlacion positiva con el contenido de N y una marcada
correlacién negativa con la relacién C/N. En cambio, el contenido hidrico y el
contenido total de C se correlacionaron positivamente, pero débilmente con la
TRA. Con respecto a la composicién del detritus (variables independientes en el
analisis), la TRA se asocié positivamente con los siguientes componentes de la
hojarasca: hojarasca de D. winteri, ~ Podocarpaceae, Myriaceae,
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Laureliopsis/Pseudopanax, Material Fragmentado e Indeterminado, N. nitida, y
D. spinosa. En cambio, P. magellanica, Griselinia sp. y Chusquea sp. mostraron
una asociacién positiva débil con la TRA. El material lefioso fragmentado

presenta una fuerte correlacién negativa con la TRA (Figura 26).

La prueba parcial de Mantel indico que no existe una asociacién
significativa entre la matriz de diferencias de la TRA y la matriz de diferencias
en el contenido de N, corrigiendo por el efecto de las diferencias en
composicion del detritus (rrnp en Tabla 1 8). De igual forma, no se detecté una
asociacion significativa entre la matriz de diferencias de TRA y la matriz de
distancias Euclideanas composicionales (D), corrigiendo por el efecto de las

diferencias en contenidos de N entre muestras (rro.n en Tabla 18).
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Tabla 17.- Coeficientes (loadings), valores propios y % de varianza explicada
de los dos primeros ejes de ordenacién de Analisis de Componentes Principales
de variables de composicién quimica (contenido de C y N), contenido hidrico y
TRA, y correlaciones significativas de componentes con las abundancias
relativas de las estructuras mas abundantes de la hojarasca. Valores entre
paréntesis corresponden a las probabilidades (bilaterales) de pruebas de

aleatorizacion (seccion 111.3.3).

Componente

Variable

CP1

CP2

Contenido Hidrico
Contenido de N
Contenido de C

Relacion C/N

Tasa Reduccién Acetileno

Valor Propio
%Varianza explicada

Correlaciones

Material lefioso

Material Fragmentado &
Indeterminado
Nothofagus nitida
Drimys winteri
Chusquea sp.
Mirtaceae

0,647 (0,2835)
0,927 (0,0005)
-0,274 (0,7865)
-0,909 (0,0005)
0,386 (0,6810)

2,327
46,547 (0,0005)

-0,712 (0,0005)
0,695 (0,0005)

0,190 (0,1880)
0,133 (0,3370)
0,380 (0,0070)
0,307 (0,0355)

0,048 (0,9530)
-0,013 (0,9850)
-0,804 (0,0420)
-0,028 (0,9635)
-0,686 (0,1785)

1,119
22,378 (0,7035)

0,065 (0,6580)
0,242 (0,0825)

0,146 (0,3150)
-0,531 (0,0010)
0,174 (0,2020)
-0,091 (0,4930)
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Figura 25

(Leyenda en la pagina siguiente)




119

Figura 25

“Triplot” de Andlisis de Redundancia considerando como variables
dependientes el contenido de nitrégeno (N), carbono (C), contenido hidrico
(CH), relacién C/N (CN) y tasa de reduccién de acetileno (TRA) de muestras de
hojarasca colectadas en Febrero 2002. Las variables independientes son las
abundancias relativas de los componentes de la hojarasca: Nn = Nothofagus
nitida, Dw = Drimys winteri, Csp = Chusquea sp., P = Podocarpaceae,
M=Myrtaceae, LP=Laureliopsis/Pseudopanax, Ds = Desfontainea spinosa, Pm =
Philesia magellanica, Gsp = Griselinia sp., MLF = Material Lefioso Fino y MFI =
Material Fragmentado & Indeterminado. Todas las variables fueron
estandarizadas y el andlisis se efectu6 con CANOCO v. 4.02 (n =51). Lalinea
roja punteada muestra la direccién del vector TRA. Los dos primeros ejes
explicaron el 45,3% de la varianza de las variables dependientes, y un 86,6%
de las varianzas ajustadas a las variables independientes. Los valores propios
de los tres primeros ejes fueron 0,366, 0,087 y 0,048; la suma de todos los
valores propios canénicos fue 0,523.
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Tabla 18.- Andlisis de Redundancia (RDA) de la composicién de hojarasca
(variables independientes) y variables quimicas y fijacion de N, (variables
dependientes), de muestras colectadas en Febrero 2002 e incubadas en el
laboratorio (20 °C). n = 51. Salida del programa CANOCO.

Parametro Eje 1 Eje 2 Eje 3
Valor Propio 0,366 0,089 0,049
% Varianza 36,6 8,9 4,9
% Varianza Acumulado 36,6 45,5 50,4
% Varianza Restringida Acumulado 68,8 85,6 94,8
Correlacién Variables Dep. vs. Indep. 0,895 0,648 0,496

Prueba de Permutacién Monte Carlo
(1000 permutaciones)

Primer Valor Propio:

F =23,094, P =0,0010

Total: F = 4,546, P = 0,0010.

Coeficientes Candnicos

Material Lefioso Fino -0,3515  -0,3971 0,143

Podocarpaceae -0,2086 0,2433 0,5801

Nothofagus nitida 0,062 0,0961 0,7348
Myrtaceae 0,078 -0,2112 0,0768
Desfontainea spinosa 0,1058 0,076 -0,1458
Material Fragmentado & Indeterminado 0,6614  -0,2749  -0,1807
Chusquea sp. 0,3718 -0,2034 0,0903
Laureliopsis/Pseudopanax 0,000 0,000 0,000

Philesia magellanica -0,1112 0,2834 0,2679
Drimys winteri -0,0439 0,7055 -0,3705

Griselinia sp. -0,003 0,1054 0,0768




121

Tabla 19.- Coeficientes de correlacién parcial de Mantel entre matrices de
diferencia de tasa de reduccién de acetileno (T), composicién bioldgica (D) y
contenido total de nitrégeno (N) entre muestras de hojarasca incubadas en el
laboratorio (Febrero 2002). Se indican las probabilidades de 1 y 2 colas para la
prueba de aleatorizacion de Mantel de 5000 permutaciones. ragc: coeficiente de
correlacion parcial de Mantel entre las matrices de distancia A y B,

manteniendo la matriz de distancia C constante.

Ensayo Matriz de Distancia raB.c Probabilidad
A B Cc 1 cola 2 colas

Febrero 2002 T N D -0,0289 0,3779 0,7093

(Laboratorio)
T D N 0,0686 0,2088 0,4075
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IN.5. Discusion

l1.5.1 Control a nivel bioquimico: efecto del NID

A pesar de ser un fuerte inhibidor de la biosintesis del complejo
enzimatico que cataliza la fijacion de N, (Gussin et al. 1986), la adicion
experimental de NID en condiciones de laboratorio no produjo una reduccion
drastica de la actividad diazotréfica en la hojarasca del sitio de estudio. Fue
necesario agregar una cantidad de NID equivalente, en promedio, a 17 veces el
nivel basal de NID de la hojarasca (tratamiento 10 mM, Figura 19 B) para
producir una caida significativa de la actividad diazotréfica. Esta cantidad es
equivalente a una depositacién de NID de 15 Kg N ha™, siendo un valor
bastante alto comparado con la depositacion anual de NID en el sitio de estudio
del Parque Nacional Chiloé de 0,8 Kg N ha™ (Hedin et al. datos no publicados).

El cambio producido en el contenido de NID de la hojarasca al finalizar el
experimento, fue pequefio comparado con la cantidad agregada, pero suficiente
para causar una disminucién de la actividad de fijacién biologica de Na,
observandose una relacion exponencial negativa entre la TRA y el contenido de
NID de muestras de hojarasca de los tres primeros niveles de adicién de NID
del experimento B (Figura 20). En consecuencia, los resultados sustentan
parcialmente la hipotesis N° 1 propuesta, debido a que la adicién de NID en
niveles comparables a la deposicion hiimeda de sitios contaminados no produjo
una inhibicién de la FNS. No obstante, cabe sefialar que los niveles de NID
determinados en las muestras de los fres primeros niveles de adicion,
incluyendo el control, resultaron ser bastante bajos, incluso mucho menores que
el umbral de inhibicién de la biosintesis de nitrogenaza documentado para la
fijacién de N; en la rizésfera de maiz (4,2 ng N mi™ = 0,150 mM, Zuberer 1998,
Figura 20).
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Los resultados de los experimentos de adicién de NID sugieren que en la
detritésfera existe una capacidad de amortiguar eventos discretos de altos
niveles de deposicién de N inorganico disuelto, probablemente explicada por
inmovilizacién microbiana y/o quimica de NID (Fog 1988) y emisiones gaseosas
de N (por desnitrificacion, nitrificacion y/o volatilizacion de NH3). Evidencia
publicada indica que la inmovilizacién microbiana durante la descomposicion del
detritus es un mecanismo clave de retencion in situ de nutrientes (Vitousek &
Matson 1984, Downs et al. 1996), que podria actuar como amortiguador frente a

incrementos del nivel de NID.

El NID ingresa a los ecosistemas principalmente a través de la lluvia y
neblina, como deposicién hiimeda de N. Este fenémeno es cronico y variable a
lo largo de grandes regiones del planeta (Galloway et al. 1994, Hedin et al.
1995). En las pruebas de laboratorio realizadas en esta tesis se evalud la
respuesta de la fijacion no-simbiodtica de N, frente a la simulacion de un evento
discreto de corta duracion de deposicién himeda de N. Una deposicién crénica
de N, como la que ocurre en lugares contaminados del Hemisferio Norte, podria
producir cambios permanentes en la comunidad microbiana de la detritésfera de
los bosques templados, disminuyendo drasticamente la abundancia de
diazétrofos, lo cual podria reducir, e incluso eliminar, el proceso de fijacién no-
simbi6tica de N in situ. Estos efectos pueden ser estudiados en experimentos
de fertilizacion in situ de mediano y largo plazo, junto con la utilizacién de
herramientas moleculares que permiten conocer la diversidad y abundancia
tanto de diazétrofos como de otros grupos funcionales bacterianos (Shaffer et
al. 2000, Widmer et al. 1999, Pepper & Josephson 1998, Rafael Guevara,

comunicacién personal).
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l1.5.2. Control ecolégico de la FNS: variables abiéticas

Los experimentos de laboratorio realizados con hojarasca del bosque de
la Estacién Bioldgica Senda Darwin, de caracteristicas floristicas muy similares
al del Parque Nacional Chiloé, demostraron que no existe un efecto directo de
la iluminacién sobre la actividad diazotréfica de la hojarasca, pero si existe un
efecto de la temperatura (Figura 21) y del contenido hidrico de la hojarasca
(Figura 22). La temperatura 6ptima estimada de 20 °C estuvo por encima del
rango documentado durante los ensayos in situ (4 — 16 °C, Capitulo I, Figura 9),
de lo cual se deduce que el proceso de fijacién no-simbiética de N, en la
hojarasca del bosque Nordpatagénico estudiado ocurre en condiciones sub-
Optimas de temperatura la mayor parte del tiempo, siendo restringido por esta
variable abidtica. Esto es congruente con la alta correlacién observada entre el
promedio de la TRA y la temperatura a lo largo del periodo de muestreo
(Capitulo |, Tabla 3). En consecuencia, sélo la temperatura influye en el patrén
estacional de la fijacion biolégica de N, en la hojarasca. La temperatura
presentd una baja variacion espacial in situ en Enero 2001 (rango 11,6 — 13,8
°C).

El hecho de descartar a la iluminacion como restriccion directa para la
fijacion de N2 en la hojarasca, sugiere que los diazdtrofos que utilizan la luz
como fuente de energia (fotoautétrofos) tendrian una escasa importancia. Esto
es congruente con la afirmacion de que el proceso de FNS esta dirigido
principalmente por bacterias heterétrofas cuya fuente de energia es el carbono
organico de la hojarasca (e.g. Vitousek et al. 2002). Sin embargo, en los
bosques lluviosos pueden existir otros microhabitats en los que la iluminacién
puede afectar la actividad diazotréfica, como se demostrd en la filosfera
(superficie vegetal colonizada por microorganismos) de un bosque premontano
de Costa Rica (Freigberg 1998).
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El efecto del contenido hidrico fue significativo en niveles extremos de
deshidratacion del substrato, en el rango de 0,7 a 2,0 g H,0 g (Figura 22 B),
por debajo de los niveles observados in situ en el Parque Nacional Chiloé (1,5 -
3,8 g H,0 g™). De lo anterior se deduce que este factor tendria una reducida
influencia sobre la fijacién no-simbiética de N, en condiciones naturales, salvo
bajo episodios de sequia estival (Arroyo et al. 1995), que serian muy
infrecuentes en bosques montanos expuestos a los vientos himedos, como es
el caso de la Cordillera de la Costa de Chiloé. Esto es congruente con la baja
correlacién observada entre los promedios de la TRA y el contenido hidrico a lo
largo del periodo muestreado en el Parque Nacional Chiloé (Tabla 3).

li1.5.3. Control de caracteristicas locales del detritus

La variacién espacial de la tasa de reduccion de acetileno fue parcialmente
explicada por las variaciones en la composicidn quimica y biolégica del detritus
vegetal. Se observé una discreta influencia positiva del contenido total de N de
la hojarasca sobre la actividad diazotréfica in situ, pero el modelo de regresion
lineal mdltiple explicd una baja proporcion de la varianza observada tanto en el
campo como en el laboratorio (12—16%, Tabla 14). La prueba de Mantel revel6
una asociacion significativa entre el contenido de N y la tasa de reduccién de
acetileno in situ, pero no en laboratorio (Tablas 15 y 19). Sin embargo, el
analisis de redundancia de los datos de laboratorio revelé una correlacién entre
Ny TRA (ver mas abajo). Este resultado es contra intuitivo segin la hipotesis
de que substratos ricos en N tienen una menor actividad de fijacion de No,
debido a que en ellos habria mayor disponibilidad de N fijlado (Capitulo II). Una
posible explicacion para esta aparente contradiccion es que el contenido total
de N de un substrato orgénico esta relacionado con la labilidad del substrato, es
decir, con la susceptibilidad a la descomposicién (Chapin et al. 2002). La mayor
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disponibilidad de N estimularia la actividad microbiana en general, incluyendo la
degradacion de celulosa y otros substratos complejos, que puede producir un
aumento en la disponibilidad de compuestos organicos simples (e.g. glucosa)
que estarian disponibles como fuente de energia inmediata para los diazétrofos,
los cuales al ser menos eficientes en la captacion del N disponible, fijarian el N,
atmosférico. De lo anterior cabe esperar que substratos con mayor contenido de
N tienen mayor actividad microbiana. En un estudio realizado por Carmona et
al. (datos no publicados) se determind que la actividad respiratoria en
condiciones de laboratorio (produccién de COy), fue mayor en hojarasca del
bosque Nordpatagénico estudiado que en hojarasca de un bosque cercano,
dominado por coniferas (Fitzroya cupressoides y Pilgerodendron uviferum),
cuya relacion C/N fue mayor (Pérez et al. 2003). Este resultado apoya la idea
de que en substratos con mayor contenido de N hay una mayor actividad
microbiana que favoreceria la actividad diazotrofica en particular. Sin embargo,
el contenido de substratos Iabiles y recalcitrantes (calidad de carbono organico)
también puede afectar enormemente la actividad microbiana y la
descomposicién del detritus (Hobbie 2000). Los resultados del experimento de
descomposicién de hojarasca presentados en el capitulo 1l indican que el
contenido de N total no explica por si mismo la actividad diazotréfica del detritus

vegetal.

El nulo efecto del contenido de carbono total sobre la TRA in situ (Tabla
14) puede interpretarse de dos formas. Primero, puede indicar que el contenido
de C de la hojarasca es tan excesivo, que no seria un factor limitante para la
fijacion biolégica de N,. Segundo, puede indicar que la mayoria del C no se
encuentra en una forma inmediatamente disponible para los diazétrofos,
estando contenido en macromoléculas recalcitrantes (e.g. lignina, acidos
humicos). Dado que la hojarasca del horizonte organico estd compuesta
principalmente por material vegetal fresco, i.e., recientemente depositado, que
se caracteriza por su alto contenido en compuestos facilmente degradables
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(e.g. celulosa o hemicelulosa) (Wagner & Wolf 1998), la explicacion mas factible
es la primera. La materia organica del suelo mineral, cuyo estado de
degradacién es avanzado (i.e., con un prolongado tiempo de permanencia en el
suelo) tiene un mayor contenido de compuestos recalcitrantes (Wagner & Wolf
1998), y presenta menor actividad diazotréfica (Pérez et al. 2004). Sin embargo,
la hojarasca es un substrato muy heterogéneo que puede presentar grandes

diferencias en su naturaleza quimica y calidad de C.

La composicién biologica de la hojarasca influencié la variabilidad de la
fijacion no-simbittica de N,. El anélisis de componentes principales revel6 el
alto grado de heterogeneidad de la composicion de la hojarasca, ya que los dos
primeros componentes sélo abarcaron el 39 % de la varianza (Tabla 16 y Figura
23). Una dimensién importante de la variacion composicional (segundo
componente principal, 16% de la varianza, Tabla 16), relacionada con la
abundancia relativa de hojarasca de especies de Mirtaceas, se asocié con la
actividad diazotrofica (Figura 24), mientras que otra dimensién, relacionada con
la abundancia de material lefioso, no tuvo ningtin efecto sobre la fijacion de N,
(primer componente principal, 23% de la varianza, Tabla 16). Esto fue
congruente con los resultados del andlisis de redundancia y de componentes
principales de las variables quimicas (C, N, C/N, contenido hidrico) y
microbioldgicas (TRA) del detritus. En términos generales, el anélisis de
redundancia mostré que ocurre mas fijacién de nitrégeno en hojarascas
dominadas por material foliar de las especies dominantes del bosque y material
fragmentado, los cuales tienen un mayor contenido total de N y presentan una
menor relacién C/N. Lo contrario ocurre cuando aumenta la proporcion de
material lefioso de la hojarasca (Figura 25). El andlisis de componentes
principales de la composicién fisicoquimica (C, N, C/N y H20) y actividad
diazotréfica de la hojarasca también 'revelé una fuerte asociacién con la
composicion de la hojarasca (Tabla 17). Todo lo anterior indica que la variacién

espacial de la tasa de fijacién no-simbiética de N puede ser explicada por las
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variaciones en composicién de la hojarasca al interior del bosque. Sin embargo,
la asociacién entre la actividad diazotréfica y la composicion de la hojarasca no
fue confirmada por la prueba de Mantel parcial (Tabla 19), Io cual indica que
existe una importante proporcion de la variacion local de la tasa de fijacion no-
simbidtica de N, cuyos coniroles atin no estan claros. Esta proporciéon no
explicada por composicién biolégica (ni temperatura, debido a que se mantuvo
constante en el ensayo de laboratorio) puede estimarse considerando Ia Figura
24, en donde sodlo un 14% de la varianza (* = (0,375)% = 0,141) de la TRA se
explicd por la variacién del segundo componente principal de composicion
biologica de la hojarasca (CP 2, el cual sélo abarcé el 16% de la varianza en

composicion), dejando un 86% sin explicar.




129

DISCUSION GENERAL

En esta tesis se contribuy6é al conocimiento del proceso de fijacion
bioldgica de N; en la detritésfera de los bosques templados de Sudamérica. Se
consideré a la detritésfera, o capa de detritus superficial, como un componente
relevante de estos ecosistemas por su extensién, biomasa y actividad
microbiana, examinando los mecanismos que controlarian la dindmica del N
dentro de este componente, como parte del ciclo de N ecosistémico. Muchos
autores han reconocido la importancia de la capa de detritus superficial en el
funcionamiento de los ecosistemas de bosques templados (e.g. Magill & Aber
2000, Currie 1999, Currie et al. 1999). En estos ecosistemas, el tiempo de
residencia de la hojarasca (de varios meses a afios) es lo suficientemente
prolongado como para producir una acumulacién permanente de material
organico y, al mismo tiempo, posibilitar un flujo rapido de carbono y nutrientes a
través de ella (Currie 1999). En consecuencia el ingreso de N a este
componente del ecosistema, a través de la actividad de microorganismos
fijadores de N es un flujo que contribuye al ciclo interno del N (Figura 3 y 27).

Sin embargo, el flujo de ingreso de N a través de la fijacién no-simbidtica
de N2 en la hojarasca fue estimado en esta tesis en 0,2 + 0,02 Kg N ha™ afio™,
un valor que es un orden de magnitud menor que la deposicién himeda de N
estimada por la concentracion de N total en la precipitacion y neblina en el
bosque del Parque Nacional de Chiloé (ca. 2 Kg N ha™ afio™!, Hedin et al., datos
no publicados, flujo 4 de las Figura 3 y 27). Sin embargo, la fijacion de N en la
detritésfera es del mismo orden de magriitud y representa cerca de un cuarto de
la deposicién hiimeda de NID (ca. 0,8 Kg N ha'afio™, Hedin et al., datos no
publicados), es decir el nitrégeno biolégicamente activo. Por otro lado, el flujo
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de N fijado biolégicamente en el detritus fue considerablemente menor y, por lo
tanto, no puede compensar la pérdida o exportacion hidrolégica total de N
documentada en las cuencas forestadas en Chiloé (ca. 5,8 Kg N ha™ afio™,
Hedin et al. datos, no publicados, Perakis & Hedin 2002, flujo 10, Figura 27).
Bajo el supuesto de que los bosques de antiguo crecimiento se
encuentran en un estado estacionario o equilibrio dinamico, respecto al flujo de
nutrientes, el resultado de esta tesis sugiere que la FNS en la hojarasca no
explica el desbalance entre la deposicién hiimeda y la exportacion hidrologica
de N. Esto indica que el supuesto de equilibrio no es valido, o que existen flujos
de ingreso de N no medidos, mas aun si se consideran otras probables vias de
pérdida ecosistémica de N (e.g. desnitrificacion, nitrificacion, volatilizacién de
NHs;). Aan cuando se considere el aporte potencial de la FNS en la enorme
biomasa de troncos caidos en estos ecosistemas forestales de antiguo
crecimiento (Tabla 6), el aporte total de N via fijacion en la detritosfera (0,7 +
0,2 Kg N ha™ afio™) no es suficiente para explicar este desbalance de N. Sin
embargo, este ingreso de N es muy similar en magnitud a los aportes de N

inorganico via precipitacién (lluvia y neblina).

A pesar de que el supuesto de equilibrio en los flujos de nutrientes del
ecosistema en estado sucesional avanzado es discutible, pues habria que
demostrar que todos los componentes del ecosistema en estudio se encuentran
en equilibrio dinamico de entradas y salidas de N, puede ser un supuesto
razonable, ya que el bosque estudiado del Parque Nacional Chiloé es un
ecosistema antiguo, de mas de 200 arfios, es decir, en avanzado estado
sucesional en donde las entradas de nutrientes igualan a las pérdidas o salidas,
debido a que no habria mas acumulacién de biomasa (Reiners 1981). Pérez et
al. (2004) demostraron que en una cronosecuencia de bosques secundarios de
los alrededores de la Estacién Biolégica."Senda Darwin” en Chiloé, el flujo de N
por FNS en la hojarasca es mayor en estados sucesionales intermedios y tiende
a estabilizarse en los estados sucesionales avanzados (> 62 afios). Este hecho
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es congruente con el supuesto de estado estacionario, y se puede extender a

bosques montanos de composicion floristica similar.

Comparando la FNS con el flujo interno de mineralizacién neta de N en el
suelo mineral estimado para el sitio de estudio (ca. 34 Kg N ha afio™, Perez et
al. 1998) se constata que en los bosques antiguos, la cantidad de N que
circula internamente es muy superior a los vectores de entradas y salidas del
ecosistema. El N que ingresa a la detritosfera via FNS es eventualmente
mineralizado, (flujo 2, Figura 27), siendo utilizado por plantas (flujo 9) o
microorganismos (flujo 3). Si bien el flujo de ingreso de N por la FNS es
pequeno, constituye una inyeccion directa de nuevo N al ciclo interno de N en el
ecosistema, ya que es incorporado al compartimiento organico del suelo
(almacenamiento de N), y especificamente a la biomasa bacteriana, que tiene

una alta tasa de recambio (Wagner & Wolf 1998).

Fijaciéon no-simbiética de N; en troncos caidos

Si bien la actividad de diazétrofos por unidad de masa de en los troncos
caidos es menor que en la hojarasca, y esta restringida sélo a la regién
periferica de estas estructuras (Capitulos | y II), la enorme biomasa de este
componente determina su importancia en el flujo ecosistémico de FNS. En esta
tesis se presentd una estimacion muy aproximada de este flujo, debido a que no
se contd con un registro estacional detallado de la actividad diazotréfica en los
troncos. Sin embargo, al suponer 6 meses de actividad diazotréfica promedio al
ano, se obtiene una estimacién bastante mayor que el correspondiente flujo de
la FNS en la hojarasca (0,6 + 0,2 Kg N ha™ afio™). Ciertamente los troncos
caidos son otro componente relevante de la detritésfera, aunque su tiempo de

recambio es mucho mayor (Harmon et al. 1986).
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Comparacidn con otros ecosistemas forestales

El flujo de N a través de la FNS de la detritdsfera, especificamente de la
hojarasca, se encontré dentro del rango de otras estimaciones de fijacion
biolégica de N, en el mismo compartimiento en ecosistemas forestales
templados del Hemisferio Norte. En varios trabajos se han reportado valores
entre 0,02 y 2 Kg N ha™ afio™ (Jurgensen et al. 1992, O’Connell & Grove 1987,
Hendrickson 1990, Cushon & Feller 1989). Cleveland et al. (1999) realizaron
una revision de flujos de entrada de N via fijacion no-simbiética estimados para
diversos ecosistemas terrestres. En la Tabla 20 se muestra un resumen de las
estimaciones correspondientes a ecosistemas de bosques templados, boreales,
tropicales y esclerdfilos. El valor estimado en el bosque templado de Chiloé fue
similar al de otros bosques templados del hemisferio norte, pero inferior al de
otros ecosistemas de bosques (boreal, esclerdfilo y tropical) (Tabla 20). Cabe
destacar que en los bopsques boreales la acumulacién de hojarasca y materia
organica en general es mucho mayor que en los bosques templados (Chapin et
al. 2002). Por otra parte, en los bosques tropicales y esclerofilos la temperatura

es mas elevada, lo que favorece la actividad microbiana en general.

Crews et al. (2000) estudiaron la FNS en hojarasca a lo largo de la
sucesion primaria de largo plazo (> 300 afios) en suelos volcanicos del
archipiélago de Hawai y estimaron flujos que variaron entre 0,05 a 1,25 KgN ha
! afio™!, en donde los mayores valores se observaron en los sitios mas jévenes.
Estos flujos no son muy distintos de los 0,2 Kg ha™ ario™? estimados en los

bosques de Chiloé.

En un estudio reciente, Pérez et al. (2004) estimaron el flujo de N por
FNS en hojarasca de bosques pertenecientes a diversos estados sucesionales,
localizados en los alrededores de la Estacion Biolgica “Senda Darwin” en el

norte de Chiloé, y cuya composicién floristica fue similar a la del bosque
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montano del Parque Nacional Chiloé. Se encohtrdé que las entradas de N por
FNS fueron mayores en bosques antiguos (estado sucesional avanzado; 0,23 y
1,41 Kg N ha™ afio™) e intermedios (renovales; 0,61, 0,64 y 1,66 Kg N ha™ ario”
") que en bosques sucesionales tempranos (recientemente perturbados; 0,11 y
0,22 Kg N ha'afio™"). Comparada con estos valores, la entrada ecosistémica de
N por FNS en la hojarasca del bosque antiguo montano del Parque Nacional
Chiloé es menor que la de los bosques intermedios y antiguos (sin considerar
fijlacion en troncos caidos). Este hecho puede deberse a las diferencias
climaticas, en especial de temperatura, que existen entre los bosques montanos
de sectores altos de la Cordillera de la Costa y los bosques de tierras bajas de
la zona norte de la Isla de Chiloé. Sin embargo, las diferencias también pueden
deberse a otros factores como el mayor grado de fragmentacion y perturbacion
antropica que presentan los bosques sucesionales estudiados por Pérez et al.
(2004).

Vias alternativas de fijacién biolégica de N,

En el bosque pueden existir otras vias de ingreso de N a través de
fijacion biolégica ademas de la fijacion no-simbiética en la detritésfera. Por
ejemplo, se ha documentado actividad de diazétrofos de vida libre en la
rizésfera (fijacién asociativa de N,, Zuberer 1998) vy filosfera o superficie del
follaje del dosel (e.g. Freiberg 1998) en bosques tropicales y templados. Los
diazotrofos asociados a la filésfera corresponden generalmente a
cianobacterias, cuya actividad esta relacionaba con la disponibilidad de agua y
luz en el dosel. Freigberg (1998) estimé que la fijacion no-simbidtica de N, en la
filésfera de bosques tropicales premontanos de Costa Rica puede aportar entre
2y 5KgN ha™ afio™ al ecosistema, depéndiendo del indice de area foliar.
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En cambio, los diazétrofos asociados a la rizésfera corresponden a
bacterias heterétrofas tolerantes a la acidéz (Dawson 1983) que reciben la
influencia directa de los exudados de raices y micorhizas. En ecositemas de
pastizales se ha demostrado que la fijacién asociativa de N en la rizésfera
puede aportar hasta 76 Kg N ha™ ario™ (Maasdorp 1987).

El suelo mineral en si mismo es otro habitat ocupado por diazétrofos de
vida libre, sin embargo las tasas de fijacion de N, medidas en este componente

en bosques sucesionales de Chiloé son muy pequerias (Pérez et al. 2004).

Fijacion simbiética de N,

La fijacién simbiética de N, es otro proceso que potencialmente puede
contribuir a explicar el desbalance de N observado en el bosque templado del
Parque Nacional Chiloé. Las asociaciones simbidticas entre diazétrofos y
plantas vasculares son de amplia distribucién e importancia en los ecosistemas
terrestres (Vitousek et al. 2002). Entre ellas destacan las leguminosas,
asociadas con Rhizobium y ofros géneros afines (filogenéticamente), y las
plantas asociadas con el actinomycete Frankia, conocidas como simbiosis
“actinorhizicas”. Aunque esas asociaciones mutualistas son abundantes en
bosques tropicales y subtropicales, las leguminosas no se encuentran en el
interior de los bosques templados maduros y no perturbados de ambos
hemisferios (Dawson 1983). En particular, las leguminosas y plantas
actinorhizicas (e.g. géneros Colletia y Retanilla en Chile; Cart et al. 1997) no
estan representadas en la flora del bosque templado hiimedo de Sudamérica
austral (Arroyo et al. 1995). Sin embargo, en la zona del bosque templado del
sur de América también existen varias especies de plantas herbaceas del
género Gunnera (e.g. Guevara et al. 2002) que estdn asociadas a

cianobacterias diazétrofas del género Nosfoc, pero que se encuentran
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restringidas a habitats abiertos por perturbacién antrépica (e.g. cortes de
caminos), habitats semiacuaticos y a sitios abiertos en donde ocurre
colonizacién primaria (e.g. suelos volcanicos, morrenas recientemente
formadas, dunas costeras, etc. Aravena 1991). No se han observado plantas de
Gunnera en el interior de bosques de edades intermedias o antiguos (Aravena
et al. 2002).

Los tipos de asociaciones simbitticas mas frecuentes en el interior del
bosque templado son liquenes con fotobiontes cianobacterianos diazotrofos y
algunos grupos de bridfitas (particularmente antoceros) que pueden poseer
asociaciones simbiéticas con cianobacterias. Estos grupos de plantas, aunque
con una biomasa pequefia en los bosques templados, podrian contribuir
potenciaimente al balance de N en este ecosistema (Galloway 1995, Serrano
1996). Aunque el andlisis de la fijacion simbiética de N en liquenes y bridfitas
estuvo fuera de los objetivos de esta tesis, se realizaron algunos ensayos de
reduccion de acetileno que incluyeron muestras de un liquene epifito del género
Pseudocyphellaria que se encontrd en una rama caida del dosel, de briéfitas
epifitas colectadas en troncos de alerce (Fifzroya cupressoides) (muestras
mixtas de varias especies de musgos y hepaticas, Pérez et al. datos no
publicados) y de un antocero que crecia en el borde de un estero del sitio de
estudio. Las muestras de liquen y del antocero revelaron una tasa alta de
reduccion de acetileno in situ, comparada con el promedio de hojarasca
observado en el Parque Nacional Chiloé (Figura 26), en tanto que las bridfitas
epifitas no mostraron datos positivos importantes (incubacion en el laboratorio).
Estos datos sugieren que la fijacidon simbiética de N registrada en algunas
especies de liquenes y antoceros puede contribuir al ciclo del N en el
ecosistema (Figura 27), aunque no se ha realizado una estimacion del flujo de
N a escala del ecosistema. Este ﬂujo‘ dependera de la biomasa de estos
organismos, que no ha sido estimada en estos bosques. A diferencia de la FNS,

el flujo por cianobacterias simbiéticas ingresa directamente al compartimiento
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“vegetacion” (biomasa liquénica y de antoceros). Posteriormente, estos
organismos, al morir o desechar parte de sus estructuras, pueden liberar el N
filado quedando disponible para plantas y microorganismos a través del proceso
de descomposicién del detritus (e.g. Guzman et al. 1990, Serrano 1996).
Guzman et al. (1990) encontraron que las constantes de descomposicion de
detritus de macroliquenes en un bosque templado andino son elevadas
comparadas con hojarasca. Sin embargo, los liquenes epifitos pueden
sobrevivir largo tiempo sobre las plantas atn después de caer al suelo, lo que
puede limitar el flujo de estos nutrientes (observaciéon personal y Serrano
1996).

Dependiendo de su magnitud, la fijacion simbidtica de N, por ciano-
liguenes y antoceros podria reducir el desbalance negativo observado en el
ciclo del N en bosques antiguos de Chiloé (Hedin et al. 1995, y datos no
publicados, Figura 27). Sin embargo, el desconocimiento de la biomasa de los
liguenes y otros fijadores potenciales (que probablemente es reducida) no
permite predecir que este flujo sea muy alto. En estas circunstancias, subsiste
la interrogante respecto a las fuentes de N que permiten el balance en el largo
plazo del ciclo del N en bosques templados australes. Estudios futuros deberian
determinar en forma mas precisa la magnitud de los flujos asociados con
liquenes epifitos en el dosel arbéreo, antoceros asociados a cursos de agua y

posibles diazétrofos asociados a la filosfera del bosque templado.
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Tabla 20.- Comparacién de flujos de N a través de la FNS en diversos

ecosistemas de bosques. Basado en la revisién de Cleveland et al. (1999).

Tipo de Bosque Substrato Flujo de FNS
Rango Promedio * EE (n)
Boreal Suelo 0,3-2,8 1,1+0,5(5)
Templado Hojarasca 0,0-0,7 0,3+£0,1(6)
(Hemisferio norte)
Templado Hojarasca - 25 (1)
(Hemisferio sur, Australia)
Esclerdfilo ? - 1,0 (1)
(Hemisferio Sur)
Tropical Siempreverde  Hojarasca/ 25-20,0 8,9+29 (6)
Suelo

Tropical deciduo ? - 3,3(1)
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Figura 26

Tasas de reduccion de acefileno en muestras de liquen
(Pseudocyphellaria, n = 1, incubacién in situ), de antocero (n = 1,
incubacion in situ) y de bridfitas epifitas (n = 3, incubacién de laboratorio)
colectados en el sitio del Parque Nacional Chiloé durante el desarrolio de
esta tesis. La linea punteada indica el promedio de la TRA in situ de la
hojarasca. En el caso de las britfictas epifitas, la barra de error
corresponde al error estandar.
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Diagrama conceptual del ciclo del N en un bosque templado lluvioso. Los
flujos los mismos de la Figura 3. Linea punteada representa el limite del
ecosistema. Se indican los flujos, en Kg N ha! afio!, de fijacién no-
simbidtica de N, en la hojarasca, deposicion hiimeda de N y exportacién
hidrolégica de N estimados para el sitio del Parque Nacional Chiloé (Esta
Tesis, Hedin et al., datos no piublicados).
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CONCLUSIONES

. La entrada de N a nivel ecosistémico, a través de la fijacion no-simbiética de
Nz en la hojarasca del bosque Nordpatagénico estudiado se estimé en 0,2
Kg N ha' afio”, a lo cual debe afiadirse la fijacidn de diazotrofos del

compartimiento lefioso, llegando a 0,7 Kg de N ha™ afio™.

. Este flujo de N es del orden de magnitud de la deposicién himeda vy la
exportacion hidrolégica de N inorgénico, pero no seria tan importante en el
balance ecosistémico de N en este ecosistema, en donde las pérdidas de N

total sobrepasan los 5 Kg ha™ ario™.

. La tasa de fijacién no-simbidtica de N, varia estacionalmente debido a la
fluctuacién anual de la temperatura, con maximos en verano y minimos

invernales.

. La actividad diazotréfica aumenta con el tiempo, durante el proceso de

descomposicion del detritus organico.

. La variacién espacial (a escala intra-rodal) de la tasa de fijacion no-
simbiética de N, es explicada parcialmente, en un 14% de la varianza, por
diferencias en la composicion biolégica y el contenido total de N de Ia

hojarasca.
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6. Debido a que la FNS no es un flujo importante en comparacion con las
pérdidas hidrolégicas de N del ecosistema, es posible que la fijacion
simbiética de N por liquenes epifitos y antoceros, pueda contribuir al
balance del ciclo de N en el ecosistema estudiado, aunque la magnitud de

este vector se desconoce.
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APENDICE A

ANALISIS DE LA VARIABILIDAD ESPACIAL DE LA FIJACION NO-
SIMBIOTICA DE N, POR MEDIO DE HERRAMIENTAS DE LA
GEOESTADISTICA

La mayoria de los fenémenos ecolégicos presentan alguna dependencia
con el espacio, y los procesos biogeoquimicos no son la excepcion. En
particular, la complejidad estructural de los ecosistemas de bosques antiguos
(Perry 1994) sugiere la existencia de patrones espaciales a pequerfia escala (<
1 ha) en propiedades del suelo relevantes para la actividad microbiana, tales
como aquellos documentados para bosques de llanuras de inundacion
(Gallardo 2003) y suelos agricolas (Kuzyakova et al. 2001). En este apéndice se
describen los resultados del andlisis espacial de los datos de la actividad
diazotrofica estival (estimada por reduccion de acetileno) en la capa de
hojarasca del bosque templado del Parque Nacional Chiloé en el cual se
utilizaron dos herramientas de la geoestadistica que complementan la prueba
de Mantel (Capitulo I, seccién 1.3.2).

Analisis espacial

El analisis estadistico de la influencia de la ubicacion espacial sobre la
variable ecolégica de interés tiene un doble propésito. Por un lado busca
estimar la magnitud de la autocorrelacion espacial de los datos, para deducir
el grado de dependencia entre muestras espacialmente cercanas. La
independencia entre muestras es un supuesto basico para cualquier prueba

estadistica convencional, como es el caso de la regresién miiitiple o la




correlacién simple (Sokal & Rohif 1981, Fortin & Gurevitch 1 993). En
consecuencia, la correcta aplicacién de tales pruebas estadisticas requiere la
ausencia de autocorrelacion espacial, o bien corregir o descontar sus efectos
(Legendre et al. 2002). El segundo propésito del analisis espacial, mucho mas
interesante que el anterior, es describir el patrén espacial en si mismo. Tal
descripcion es una potente herramienta para explicar los mecanismos que
generan los patrones y procesos ecolégicos (Rossi et al. 1992, Fortin &
Gurevitch 1993, Liebhold & Gurevitch 2002, Perry et al. 2002) y permite aplicar
técnicas de interpolacién necesarias para obtener mapas detallados de la
distribucion espacial de la variable de interés (Rossi et al. 1992). La existencia
de un patrén espacial implica que la distribucion espacial de la variable de
interés es distinta de lo esperado por azar, observandose sectores —o
parches— con valores altos y parches con valores bajos (Dale 1999). La
identificacion de la escala a la cual ocurren estos parches, es decir, la escala a
la cual ocurre la dependencia espacial es el objetivo de muchos métodos de la
estadistica espacial y geoestadistica (Dale 1999, Dale et al. 2002).

Los datos de tasa de reduccién de acetileno in situ fueron analizados

mediante las siguientes herramientas de la geoestadistica:

i) Semivariograma isotrépico.

Es un diagrama de la variabilidad en funcién de la distancia de
separacion entre pares de muestras, separadas por intervalos de distancias en
cualquier direccién que se obtiene calculando la semivarianza vy seguin la
siguiente ecuacion (Rossi et al. 1992):

ot e oy

v(h)= EI\T(h_) 2 (z, ~Z,,1)
donde y(h) es la semivarianza para el infervalo de clase de distancia h; z es el
valor de la variable de interés (en este caso z = Tasa de Reduccién de
Acetileno) en la muestra ubicada en el punto i; i1 esel valor de la variable\ de
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interés en la muestra ubicada en un punto separado a una distancia h del punto
I; y N(h) es el ndmero total de pares de muestras para el intervalo de clase de

distancia h.

En la Figura A1 se ilustra el comportamiento tipico de un
semivariograma. La ausencia de patrén espacial produce un semivariograma
plano (modelo aleatorio), mientras que la existencia de un patrén espacial
produce un semivariograma curvo a distancias inferiores a una distancia Ag
llamada “Rango” (modelo esférico). A medida que la separacion entre muestras
aumenta, la dependencia espacial es cada vez menor hasta que se alcanza la
varianza o semivarianza total o “Sill. Esta varianza total tiene dos
componentes: la varianza “Estructural” (C) explicada por la distancia entre
muestras y la varianza intrinseca de los datos o varianza “‘Nugget” (Cy). El
modelo esférico es una funcién matematica utilizada comtnmente para “ajustar”
los variogramas y estimar los parametros ya mencionados, definida por la

siguiente ecuacion (programa GS+):

3
3(h) 1(h
c.+cl 2. -1
yh)=1"°" 2(A°J 2(A0J shsA,
C,+Ce=h>A,

if) Correlograma de indice de Moran (I) y de Geary (c).

Meétodo muy relacionado con el anterior (Dale et al. 2002). En este caso
se mide directamente la correlacién o asociacion entre valores de muestras
separadas a una distancia h. En presencia de un patrén espacial se espera que
las muestras méas cercanas presenten una mayor correlaciéon o autocorrelacion.
La interpretacién de los correlogramas es muy similar a la de los variogramas,
es decir, correlogramas planos indican una distribucién aleatoria de los datos y
ausencia de patrén espacial, mientras que correlogramas curvos o fluctuantes

sugieren algin tipo de dependencia con el espacio o separacion entre
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muestras. Este método permite evaluar la significancia estadistica de la
autocorrelacion en cada intervalo de distancia h (Perry et al. 2002).

Se utilizaron los datos de TRA (Tasa de Reduccion de Acetileno) in situ
de Enero y Diciembre del 2001. Los semivariogramas y ajustes de modelo
esfeérico, fueron realizados con el programa GS+ (versién 5.3.1 demo), vy los
correlogramas, con el programa Passage (Rosemberg 2003).

Resultados

Los semivariogramas correspondientes a los ensayos de Enero y
Diciembre del 2001 tuvieron un aspecto relativamente plano, no observandose
ninguna dependencia marcada de la semivarianza con la distancia entre
muestras (Figura A2). Sin embargo, el ajuste del modelo esférico fue
considerable para Enero del 2001 (R* = 0.56), pero bastante bajo para
Diciembre del 2001 (R? < 0.001).

Los correlogramas de Moran y Geary también mostraron la misma
tendencia, es decir, no existi6 ninguna distancia entre muestras tal que se
observara una correlacion significativa entre los respectivos valores de TRA,
salvo el pico significativo de correlacién observado a los 79.5 m de distancia en
el correlograma de Geary de Diciembre 2001 (Figura A3).

Discusion

Como muchos otros fenémenos y variables ambientales del bosque
templado, la fijacion no-simbidtica de N, en la hojarasca resultd ser
tremendamente variable en el espacio, a escala intra-rodal. Sin embargo, no se
encontré una influencia significativa del espacio sobre la tasa de reduccién de
acetileno in situ. El patrén indicado por los variogramas y correlogramas fue
congruente con los resultados de la prueba de Mantel (seccién 1.3.2). La

ausencia de autocorrelacion espacial significa que Ia magnitud de la variable de




interés no depende de su posicién en el espacio, por lo cual los puntos mas
cercanos no necesariamente tienen valores de reduccion de acetileno mas
similares. Sin embargo, esta conclusién sélo es valida bajo el disefio de
muestreo empleado. En este caso, los puntos de muestreo se ubicaron en
forma regular a lo largo de transectos paralelos, con 10 metros de separacion
entre ellos (ver seccion 11.4.1). En consecuencia, no hay motivos suficientes
para descartar la existencia de autocorrelacién espacial de la tasa de fijacion
biolégica de N3 en la capa de hojarasca del bosque estudiado a distancias entre
puntos menores que 10 metros. Es probable que la influencia del espacio se dé
a escalas menores que 10 m, debido al reducido tamafio de los organismos que
gobiernan el proceso (bacterias diazétrofas). El Rango (Ao) estimado por el
ajuste de modelo esférico fue 15.3 m y 9.5 m para Enero y Diciembre del 2001,
respectivamente (Figura A2). En un estudio detallado en el suelo de un bosque
de inundacién del noroeste de Espafia se estimaron valores de Ag para 21
variables fisicoquimicas relevantes para la actividad microbiana (Gallardo
2003), que fluctuaron entre 18.5 m y 3.9 m, siendo el 81% inferior a 10 m. Por
otra parte, estudios de propiedades edaficas en suelos agricolas han
demostrado que la influencia del espacio se da a distancias de 20 a 120 m
(Kuzyakova ét al. 2001), sin embargo estos sistemas manejados son mucho
mas homogéneos que el complejo habitat del bosque templado antiguo.

El aspecto plano de los variogramas y correlogramas también puede
indicar que el patrén espacial ocurre a escalas muy superiores al area
muestreada (0.4 ha). Cabe la posibilidad de que el rango de distancias
abarcado en los variogramas (~90 m) sea tan pequefio, que la varianza
detectada corresponda al “Nugget” o varianza intrinseca de un patrén espacial
mucho mas grande (V. Marin, comunicacién personal). Esta tesis se centré en
el estudio de la actividad diazotréfica de la hojarasca a escala intra-rodal, sin
embargo es factible que de existir un patrén espacial para este proceso, éste se
de a una escala muy superior, siendo necesario incluir mas sitios de bosque
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Nordpatagénico en la cordillera de la costa de Chiloé, dentro del Parque

Nacional Chiloé.

Conclusion

Los resultados expuestos no fueron suficientes para describir el patron
espacial del proceso de FNS de la detritésfera del bosque templado estudiado.
Para obtener una descripcion correcta de este patron, y el de otros procesos
mediados por microorganismos del suelo, seria necesario tanto reducir como
ampliar la escala de andlisis, es decir, considerar distancias de separacion entre

muestras inferiores a 10 m y superiores a 90 m.
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Figura A1

Semivariograma generalizado (linea roja y puntos negros),
mostrando el significado de los distintos parametros del modelo
esférico y comparaciéon con un modelo aleatorio (linea negra y
puntos blancos) (modificado de Gallardo 2003).
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Figura A2

Semivariogramas isotropicos estandarizados (con respecto a varianza total) de
TRA in situ de Enero (A) y Diciembre del 2001 (B). Linea punteada: varianza
total unitaria; linea roja: ajuste de modelo esférico. Parametros de modelo
esférico C,. varianza de Nugget; C: varianza Estructural, A;; Rango. RSS:
suma de cuadrados residual.
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Figura A3

Correlogramas de Moran y Geary de la tasa de reduccion de acetileno (TRA)
in situ de Enero 2001 (A) y Diembre del 2001 (B). Simbologia: circulos negros
corresponden a correlaciones estadisticamente significativas y circulos
transparentes indican ausencia de correlacion significativa.




